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Uber Spezifitit der Enzyme. 
Von 


Richard Willstitter und Richard Kuhn. 


I. Zur Theorie der Zeitwertquotienten. 
Von 
Richard Kuhn. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen- 
schaften in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Oktober 1922.) 


Als relatives MaB fiir die Menge eines Enzyms gelten die 
Geschwindigkeiten, mit denen unter gleichen ‘auferen Be- 
dingungen der chemische Umsatz des Substrates vor sich 
geht. Die Reaktionsgeschwindigkeit wird gewéhnlich entweder 
durch den in gleichen Zeiten bewirkten Umsatz ausgedriickt, 
wenn man sich auf die Messung der Anfangsstadien der 
Reaktion beschrinkt, wo Umsatz und Zeit einander direkt 
proportional sind, oder durch Ermittlung der fiir einen be- 
stimmten Umsatz erforderlichen Zeit, den Zeitwert, wenn der 
zeitliche Verlauf, die Kinetik der Reaktion, fiir ein gréBeres 
Umsatzgebiet bekannt ist. Die Zeitwertmessung liegt sowohl 
den praparativ gerichteten Untersuchungen iiber Enzyme aus 
dem hiesigen Laboratorium zugrunde, als auch jenen Unter- 
suchungen'), die aus dem Verhiltnis der Umsatzgeschwindig- 


* R. Willstaitter u. W. Steibelt, Diese Zs. Bd. 115, 8. 199 
(1921); R. Willstitter u. R. Kuhn, ebenda Bd. 115, S. 180 (1921); 
R. Willstitter u. W. Csanyi, ebenda Bd, 117, S. 172 (1921); R. Will- 
stitter u. G. Oppenheimer, ebenda Bd. 121, S. 183 (1922). 
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keiten von 2 Substraten durch Enzymlésungen und -priiparate 
verschiedener Herkunft und verschiedenen Reinheitsgrades iibey 
die Spezifitit der Enzyme zu entscheiden suchen. Die Zcit- 
werte wurden auf folgende Weise ermittelt: 

Man wihlt fiir die Versuche eine bestimmte Temperatur 
und Substratkonzentration. Dann bestimmt man die fiir die 
Knzymwirkung optimale [H’], indem man ein und dieselbe 
Enzymmenge bei wechselnder Aciditaét auf das Substrat ein- 
wirken léBt und nachsieht, bei welcher [H’) der Umsatz nach 
gleichen Zeiten am weitesten fortgeschritten ist. Sodann 
bestimmt man beim [H']-Optimum die Beziehung zwischen 
Knzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit und ermittelt den 
zeitlichen Verlauf der Reaktion, um aus den nach irgend- 
welchen Zeiten beobachteten Spaltungsgraden diejenige Zeit 
berechnen zu kénnen, nach der z. B. 50°/, des Substrates um- 
gesetzt wiren. Die so ermittelten Zeiten stellen die Zeitwerte 
dar. Die Beziehung 
(1) Knzymmenge xX Zeitwert = c 
hat sich fiir viele Enzymreaktionen in weiterem oder engerem 
Bereiche als giiltig erwiesen, wenn es sich um verschiedene 
Mengen ein und derselben Enzymlésung handelt. Den Schlub- 
folgerungen, die aus Zeitwertmessungen gezogen wurden, liegt 
indes die Annahme zugrunde, daB eine Beziehung nach Art 
der Gleichung (1) fiir ein Enzym nicht nur unabhingig von 
seiner Herkunft und seinem Reinheitsgrade iiberhaupt gilt, 
sondern, daB auch der numerische Wert von c immer derselbe 
ist, daB z. B. gleiche Invertinmengen immer die gleiche In- 
versionsgeschwindigkeit des Rohrzuckers bewirken, mag das 
Enzym im Hefepilz oder in einem Praparate von 1000 mal 
hoherer enzymatischer Konzentration enthalten sein. Diese 
Annahme sstiitzt sich auf die Erfahrungstatsache von der 
Konstanz der Invertinwirkung.') Es zeigt sich jedoch bei ihrer 
eingehenden experimentellen Priifung in der nachfolgenden 
Abhandlung, daB die mit dem Invertin im natiirlichen Milieu 





) R. Willstitter, J. Graser u. R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, 
S. 1 (1922) und zwar Kap. D. 
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te vergesellschafteten Begleitstoffe in gewissen Fallen wohl im- 
sa stande sind, die Wirksamkeit des Enzyms zu _beeinflussen. 
it- Diese Beobachtung scheint die in neuerer Zeit namentlich von 
A, Kiesel') vertretene Auffassung zu bestitigen, daB der 
tons quantitative Vergleich verschiedener Objekte und Individuen 
lie in bezug auf Fermentgehalt unrichtig wird, ,a wir nur auf 
he Grund der fermentativen Wirkung eine Vorstellung iiber die 
i- Quantitat des Fermentes bekommen, die Fermentwirkung aber 
ch yon den Beimengungen héchst beeinfluBt wird“. Die folgenden 
mn Uberlegungen gelten der Frage, ob und unter welchen Be- 
on dingungen es auch in diesem Falle méglich ist, aus den 
en Wirkungen eines Fermentes auf die Fermentmenge zu schlieBen. 
1d- 
eit I. Der Zeitwert als MaB der Enzymmengen. 
- Den meisten Theorien der Katalyse ist die Vorstellung 
ia gemeinsam, daB fiir die Geschwindigkeit der katalysierten 
Reaktion, nach K. W. Rosenmund und F. Zetzsche?) auch 
fir die Richtung, in der die Reaktion verliuft, die Ver- 
em einigung des Katalysators mit den Reaktionsteilnehmern mab- 
ne gebend ist und da der analytisch nachweisbare Umsatz durch 
ub. den Zerfall dieses Komplexes zustande kommt. 
ect Die Reaktionsgeschwindigkeit hangt demgemiB ab: 
Art 1. Von der Bildungsgeschwindigkeit, 
von 2. von der Zusammensetzung und Konzentration, 
silt, 3. von der Zerfallsgeschwindigkeit des Katalysator-Reaktoren- 
Ibe Komplexes. 4 
In- Kinen zeitlich meBbaren Verlauf der Bindung eines Enzyms | 
das an sein Substrat glauben D. D. van Slyke und A. G. Cullen’) : § 
nal am System Urease-Harnstoff beobachtet zu haben. Bei anderen a 
ese Enzymreaktionen ist ein derartiger Effekt noch nicht be- a 
der schrieben worden. Es s¢heinen sich namentlich die kohlehydrat- | 
rer seam eanans 
is !) Diese Zs. Bd. 118, 8. 284 (1921/22). 4 
eu *) Berichte der deutsch. Chem. Ges. Bd. 54, S. 425 (1921) und zwar a 
5.427. Diese Ansicht haben indes schon H. E. Armstrong und E. F. i 
a Armstrong mit besonderer Riicksicht auf die Enzyme vertreten. Proce. i 


Royal Soc., B, Bd. 86, 8. 561 (1918). 
8) Jl. Biol. Chem. Bd. 19, S. 141 (1914). 
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und glucosidspaltenden Enzyme mit ihren Substraten ‘uBerst Ve 
rasch zu verbinden. Darum wollen wir den EHinfluB von Ver. be 
unreinigungen auf die Bildungsgeschwindigkeit des Enzym- ak 
Substrat-Komplexes. vorerst auBer Betracht lassen und dey (E 
KinfluB von Aktivatoren und Hemmungskérpern auf Natur, de 
Konzentration und Zerfallsgeschwindigkeit des Enzym-Substrat. di 
Komplexes untersuchen. Es ist das Verdienst von L. Michaelis A 
zuerst am Beispiel des Hefeinvertins die Aufklairung der ver- gl 
schiedenartigen Hemmungen einer F'ermentreaktion angebahnt zu th 
haben. Wahrend z. B. nach L. Michaelis und M. L. Menten’) W 
die Verlangsamung der Inversionsgeschwindigkeit durch Glucose ” 
auf einer Anderung der Konzentration der Saccharase-Saccharose- ™ 


verbindung beruht, indem die Hexose einen Teil des freien Enzyms 
mit Beschlag belegt und dadurch der Vereinigung mit dem 
Disaccharid entzieht, besteht der hemmende EinfluB von Glycerin 
nach L. Michaelis und H. Pechstein?) in der Herabsetzung ” 
der Zerfallsgeschwindigkeit der Rohrzucker-Invertinverbindung. 

In welcher Weise ist es nun denkbar, daB die Geschwindig- | 
keit einer Enzymreaktion, die durch momentane Vereinigung QI 


des Enzyms mit dem Substrat eingeleitet wird und die sich - 
durch den darauffolgenden Zerfall dieses Komplexes zu er- da 
kennen gibt, durch einen dritten Kérper beeinfluBt wird? si 
Wenn einem Enzym die Fahigkeit zukommt, mit Hilfe der- Er 
selben chemisch wirksamen Gruppen zwei oder mehrere Stoffe Be 
anzugreifen: in welchem Verhialtnis wird die Umsatzgeschwindig- de 
keit der Substrate beeinflu8t werden? Ist es iiberhaupt méglich, sie 
die Frage nach der Spezifitat der Enzyme durch Messung von - 
Reaktionsgeschwindigkeiten zu beantworten? al 
Wir nehmen an, da8 in den Lésungen eines Enzyms nur sas 
ein Kérper XK enthalten ist, der die nach dem Schema sel 
(2) E+S8S=(EHS8)* a 
verlaufende Vereinigung des Enzyms # mit dem Substrat § 
zum zerfallenden (t) Komplex (ZS) und auch den Zerfall des 
letzteren zu beeinflussen vermag. Der durch = angedeutete . 





1) Biochem. Zs. Bd. 49, 8S. 338 (1913). 
*) Biochem. Zs. Bd. 60, S 79 (1914). 
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Vorgang moge ein Adsorptions- oder Dissoziationsgleichgewicht 
bedeuten. Der Koérper XK soll imstande sein, nicht nur die 
aktiven Massen bzw. die aktiven Oberflichen von #, S und 
(FS) zu veraindern, also in quantitativer Hinsicht den Verlauf 
der Reaktion (2) zu bestimmen, sondern er soll auch qualitativ 
die Zusammensetzung von F, § und (#S) beeinflussen kénnen. 
Auch hier mége es sich um Adsorptions- bzw. Dissoziations- 
sleichgewichte (im Extremfall um feste chemische oder adsorp- 
tive Bindung) zwischen K und den Reaktionsteilnehmern handeln. 
Wir beschrinken uns ferner auf Reaktionen, die unter An- 
wendung so geringer Mengen von Enzymmaterial verfolgt 
werden kénnen, dai die in wechselndem Verhiltnis vor- 
kommenden anderen Verunreinigungen die Natur des Mediums?) 
nicht merklich andern. Dann wird bei konstanter A?) und 
Temperatur die Geschwindigkeit der Reaktion durch die Zu- 
sammensetzung (Struktur) und Konzentration des labilen Kom- 
plexes gegeben sein. 

Triigerisch werden die iiblichen Zeitwertmessungen und 
(Juotientenbestimmungen offenbar nur, wenn der Korper K in 
wechselndem Verhiltnis in bezug auf / auftritt. Es kann sich 
dabei um einen bekannten Stoff handeln, dessen Konzentration 
in der Enzymlésung analytisch bestimmbar ist, der vielleicht vom 
Enzym getrennt werden kann, oder um eine noch unerkannte 
Beimischung, die, aus dem natiirlichen Milieu stammend, im Laufe 
der Reinigungsoperationen abgetrennt wird, oder endlich um 
einen dem Enzym selbst nahestehenden Kérper, der Adsorption 
und Elution, Fallung und Dialyse mit ihm durchmacht, der 
aber in verschiedenem Ausgangsmaterial in wechselnder Menge 
enthalten ist (vgl. die folgende Abhandlung, Kapitel II, Ab- 
schnitt 3), | 

Wir untersuchen, ob es méglich ist, den Kérper A zu 
entdecken und den Mechanismus seiner Wirkung aufzukliren, 


1) Uber die Bedeutung der Aktivititskoeffizienten fiir die Theorie 
der Reaktionsgeschwindigkeiten vgl. J. N. Bronsted, Zs. f. physik. Chem. 
Bd. 102, S. 169 (1922). 

*) h = Wasserstoffionenkonzentration; vgl.L.Michaelis, Die Wasser- 
stoffionenkonzentration, 2. Aufl., Teil I, 8. 10 (1922). 
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wenn wir z. B. mit jedem Enzymmaterial, auf dessen Enzymgehalt 
geschlossen werden soll, die Reaktionsgeschwindigkeit, ihre Ab- 
hingigkeit von der h (die Aktivitits-p,,-Kurve) und der Sub- 
stratkonzentration (die Aktivitits-ps-Kurve) experimentell be- 
stimmen und miteinander vergleichen. Gelingt es so die Art 
und Weise aufzukliren, nach der K die Reaktionsgeschwindig- 
keiten dndert, so wollen wir untersuchen, ob die Schwankungen 
eines Zeitwertquotienten vielleicht im wechselnden Verhiltnis 
von K:¥# ihren Grund haben. 

Als ausschlaggebender Faktor fiir die Beurteilung der 
Enzymspezifitit hat sich namentlich die wechselnde Ab- 
hangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten von der Substrat- 
konzentration erwiesen und wir glauben an dieser Stelle dic 
Wichtigkeit der Aktivitiits-ps-Kurven betonen zu _ miissen. 
Wahrend man sich nimlich seit den grundlegenden Arbeiten 
von 8. P. L. Sérensen und L. Michaelis iiber die Bedeutung 
der Wasserstoffionenkonzentration fiir biologische Vorgiinge 
klar geworden ist, wihrend die Aktivitats-p, -Kurven der Enzyme 
eifrig bearbeitet und allgemein prozentisch gleiche Teile der 
Reaktionsgeschwindigkeiten verglichen werden (gewéhnlich die 
Maximalgeschwindigkeiten selbst durch Einstellung des h-Opti- 
mums), hat man willkiirliche und wechselnde Bruchteile der 
Enzymmengen durch Vernachlassigung der Aktivitits-ps-Kurven 
miteinander verglichen. Dazu mégen folgende Griinde bei- 
getragen haben: 

Die optimale Wasserstofizahl ist fiir die Mehrzahl der 
Enzyme leicht zu ermitteln und Dank der Ausbildung der 
Puffergemische festzuhalten, wihrend die optimale Substrat- 
konzentration oft aus Griinden der Léslichkeit, Enzymzerstérung 
usw. nicht erreichbar ist. Sie stellt ferner kein ausgesprochenes 
Maximum dar, sondern ist ein Grenzwert, der sich nur aus 
Messungen bei anderen Konzentrationen extrapolieren labt. 

Der Mechanismus der Wasserstoffionenwirkung bei enzy- 
matischen Katalysen ist derzeit noch nicht so weit aufgeklirt, 
daB man ein allgemeines klares Bild davon gewinnen kénnte. 
Die Gestalt der Geschwindigkeits-p,,-Kurven zu deuten, ist 
leicht, die Eigenschaften dieser Kurven zu verstehen, ist 
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schwierig. Im folgenden machen wir die Annahme, daB der 
Parameter dieser Kurven nicht allein durch die Konzentration 
der labilen Enzym-Substratverbindung gegeben ist, um die 
Priifung dieser Annahme an weiterem Versuchsmaterial vor- 
zubereiten. Es hat sich nimlich gezeigt), daB im Falle des 
Invertins die Aktivitiits-p,-Kurve nicht durch Anderung des 
aktiven Anteils des Enzyms oder des Rohrzuckers oder durch 
Dissoziation der Saccharase-Saccharosesiure erklart werden 
kann, daB sie vielmehr von der Natur der Rohrzucker-Invertin- 
verbindung bedingt ist, deren Zerfallsgeschwindigkeit von der 
Aciditit bestimmt wird. 

Unter den gemachten Annahmen wird X nach einer oder 
sleichzeitig nach mehreren der nachstehenden Mdéglichkeiten 
die Reaktion (2) beschleunigen oder verzégern: 


I.Gruppe. AK reagiert mit dem freien Substrat. 
1. XK vernichtet die Reaktionsfahigkeit des Substrates. 
(3) S+K=(SK), St H=(SE£)+. 


Fir den gebundenen Anteil des Substrates gilt (SK)= K. Be- 
schriinken wir uns auf Falle, in denen K<S ist, so kann sich 
K nicht geltend machen. S—(SK) ist praktisch identisch 
mit S. 

Lassen wir diese Kinschrankung fallen, so verdient nament- 
lich die Anderung der Reaktionsfahigkeit des Substrates durch 
Wasserstoffionen Beachtung, eine Méglichkeit, die H. v. Euler 
wiederholt betont hat, die auch fiir nicht enzymatische Kata- 
lysen von Wichtigkeit ist. Bei der Wasserstoffsuperoxyd-Platin- 
Katalyse hat schon G. Bredig’) die Salzbildung des Hydro- 
peroxyds zur Erklirung des Hinflusses der OH-Ionen auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit herangezogen. 

Die Entscheidung dariiber, ob z. B. nur die Kationen oder 
Anionen eines amphoteren Substrates zur Reaktion mit dem 
Knzym befaihigt sind, wird dann erbracht werden kénnen, wenn 





1) Nachstehende Abhandlung, Kapitel II, Abschnitt 4. 
*) G. Bredig u. Miller v. Berneck, Zs. f. physik. Chem. Bd. 31, 
S. 258 (1899). 
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sich aus der Abhiangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von 
der Aciditét und aus den Dissoziationskonstanten des Ampho- 
lyten die Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der 
Konzentration des Substrates fiir konstantes p,, berechnen 
laBt, wo die Konzentration der Anionen und Kationen zur 
Gesamtkonzentration des Substrates in einem bestimmten Ver. 
haltnis steht. Aber auch fiir die Neutralsalze kommt eine 
Wechselwirkung mit dem Substrat in Betracht. L. Michaelis 
und H. Pechstein?) nehmen z. B. bei der Leberkatalase eine 
Wechselwirkung der Salze mit den unelektrischen Ferment- 
molekiilen an. Die H,O,-Katalyse verliuft am schnellsten in 
méglichst verdiinnten Elektrolytléisungen. (#8) ist labil, alle 
Salze (K) wirken hemmend. Ks ist gut denkbar, daB dieser 
Effekt auf der Stabilisierung des H,O, beruht, die auSer durch 
Saéuren und viele organische Stoffe auch durch Elektrolyte 
gelingt. Es steht zu erwarten, daf die Untersuchung derartiger 
Erscheinungen uns bei manchem Substrat iiber die Natur der 
Partialaffinititen, durch deren Betiitigung sich die Komplexe 
mit den Katalysatoren bilden, Aufschlu8 bringen wird. 

Die Verschiebung der Aktivitiits-p,-Kurve der Katalase 
bei steigendem Neutralsalzgehalt kénnte dann verschiedene Ur- 
sachen haben: Entweder werden die eben besprochenen Affini- 
taitsbetrage vom Elektrolyten abgesiittigt, das Hydroperoxyd im 
Sinne von (3) in eine nicht mehr reaktionsfihige Stufe iiber- 
gefiihrt, und die Wasserstoffionen sind an einem Dissoziations- 
gleichgewicht der labilen H,O,-Katalaseverbindung _ beteiligt, 
derart etwa, wie es L. Michaelis und M. Rothstein?) bei der 
Saccharase-Saccharosesiure annehmen, oder 

2. Das Enzym reagiert mit dem gebundenen Substrat. 
(4) S+K=(SK), H+ S=(E#S)* und L+ (SK)=(ESK)*. 

In diesem Fall werden mit steigendem Salzgehalt neben 
den (#S)-Teilchen immer mehr (#8 X)-Teilchen gebildet werden. 


deren Zerfallsgeschwindigkeit von der Aktivitit der Wasserstofi- 
ionen in anderer Weise abhingt oder deren Siuredissoziations- 





1) Biochem. Zs. Bd. 53, S. 320 (1913). 
2) Biochem. Zs. Bd. 110, S. 217 (1920). 
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konstante verschieden ist. Im allgemeinen wird K in dem 
nach (4) verlaufenden ProzeB sowohl aktivieren als hemmen 
konnen. 

Kehren wir daher zur Betrachtung natiirlicher Ver- 
unreinigungen zuriick, so kann hier offenbar der Fall ein- 
treten, von dem A. Kiesel?) sagt: Es ,kénnen die anwesenden 
fremdartigen Kérper der Tatigkeit des Ferments einer zum 
Angriff dargebotenen Substanz gegeniiber hinderlich, einer 
anderen gegeniiber aber ohne EHinflu8 oder sogar behilflich 
sein.“ Unter unserer Voraussetzung A<S kann durch 
wechselnde Mengen des Hemmungskérpers K der Zeitwert der 
Reaktion (4) nicht geindert werden. Dies wird jedoch in 
hervorragendem Mafe eintreten, wenn XK als Aktivator fungiert. 
Dazu betrachten wir den Extremfall 


(5) S+ K=(SK), (SK)+ #=(£SK)t, 


wobei (HS) entweder gar nicht gebildet wird oder stabil ist. 

Als Beispiel untersuchen wir, ob die Speicheldiastase, 
deren Wirksamkeit an die Gegenwart von Chlornatrium oder 
von anderen Salzen gebunden ist, hierher gehéren kann. Fiir 
wechselnde Mengen von NaCl miiBte die Abhingigkeit vom 
Py die gleiche sein, wenn wir mit dem Salzzusatz nicht so 
weit gehen, daB er sich wie bei Elektrolyten und Farbstoff- 
indikatoren schon durch Anderung der Dissoziationskonstante 
(der Wasserstoffionenaktivitét) bemerkbar macht. Fir ver- 
schiedene K (K,, K,,...) also fiir verschiedene Neutralsalze 
waren dagegen die Parameter der Aktivitits-p,,-Kurven ver- 
schieden, entsprechend der verschiedenen Natur der labilen 
Verbindungen (HS K,), (HS X,), ..., wie es L. Michaelis und 
H. Pechstein’) bei der Speicheldiastase tatsichlich beobachtet 
haben. Die durch eine bestimmte Enzymmenge bewirkten 
Umsatzgeschwindigkeiten miissen in hohem MaSe vom Quo- 
tienten K:# abhingen. Immerhin wire es nicht schwierig, 
relative Mengen von Diastase zu bestimmen, da wir das Koch- 
salz durch Dialyse entfernen und nachher dosieren kénnen. 





) a. a. 0. 
*) Biochem. Zs. Bd. 59, 8. 77 (1914). 
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Wir miBten nur in bezug auf die Starke prozentisch gleiche 
Kochsalazmengen anwenden, um gleiche Aktivierungen zu er- 
halten. E. Starkenstein?) hat jedoch gezeigt, daB die zur 
Aktivierung noétigen Salzmengen den angewandten Diastase- 
mengen proportional sind. Fiir die an Amylasen beobachteten 
Aktivierungserscheinungen kommt also eine verschiedene Reak- 
tionsfahigkeit von Cl-, NO,-, usw. Stirke héchstens in unter- 
geordnetem MaB8e in Betracht. 

Ist der Aktivator X in (5) unbekannt und nicht abtrennbar, 
so wird man durch Zusatz iiberschiissigen Kochsaftes und derg]. 
oder durch anderweite kiinstliche Aktivierung des Substrates, 
wenn diese nur geniigend grof ist, die zur Messung des Enzym- 
gehalts nétigen vergleichbaren Bedingungen herstellen kénnen. 
Trifft auch das nicht zu, handelt es sich vielmehr um einen 
dem Enzym selbst nahestehenden empfindlichen Kérper, so ist 
es nicht méglich, aus kinetischen Messungen SchluBfolgerungen 
auf die Konzentration von # zu ziehen, wenn das Ver- 
haltnis K: # schwankt. Trotzdem ist es méglich iiber die 
Spezifitat dieses Ferments gegeniiber zwei Substraten zu 
entscheiden. Denn die durch verschiedene A-Mengen akti- 
vierten Betrage der Substrate S, und S, werden immer in 
demselben Verhialtnis stehen und darum wird auch das Ver- 
hiltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten von AK: H# unabhingig 
sein. Wenn sich — als Grenzfall von (5) — die Aktivierung 
nur auf eines der Substrate bezieht, so wird offenbar die 
Frage nach der spezifischen Natur von # bedeutungslos. Liegt 
dieser Grenzfall im Schema (4) vor (Beispiel Kiesel), so ist 
die Kenntnis der in verschiedenen Enzymlésungen vorhandenen 
Mengen K nétig, um den #-Gehalt bestimmen und iiber die 
Spezifitat des Enzyms entscheiden zu kénnen. 

Fiir die hier besprochenen Méglichkeiten der ,,Substrat- 
aktivierung* fehlt es an geniigend untersuchten Beispielen. 
Die bei weitem iiberwiegende Mehrzahl von Aktivatoren und 
Hemmungskérpern verschafit sich durch Wechselwirkung mit 
dem Enzym Geltung. 





') Biochem. Zs. Bd. 24, S. 210 (1910) und Bd. 47, 5. 300 (1912). 
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Il. Gruppe. KX reagiert mit dem freien Enzym. 


1. K bindet das Enzym zu einer unwirksamen Stufe. 
(6) E+ K=(EK), E+S=a(£S)*. 
I I 


K ist ein Hemmungskérper, der einen Teil des aktiven Enzyms 
der Vereinigung mit dem Substrat entzieht. Die Abhangigkeit 
der Enzymwirkung vom p,, wird unberiihrt bleiben, wenn 
durch die Wasserstoffionen nicht der labile Anteil, sondern 
die Labilitit von (78) bestimmt wird. Ein richtiges Bild von 
der Konzentration des Enzyms 1liBt sich durch Extrapolation 
der Zeitwerte fiir unendlich hohe Substratkonzentration erhalten. 
Die Gleichgewichte I und II sind dann so weit verschoben, 
daB sich XK nicht mehr geltend machen kann, obwohl die 
Parameter der Aktivitiits-pg-Kurven bei wechselndem XK: F 
differieren. Fiir den Fall eines Dissoziationsgleichgewichts 
beobachtet man anstatt der Konstanten A, des Gleichgewichts I] 


r 


die scheinbare Dissoziationskonstante K, Ee + 1) , wenn XK die 
K 
Konzentration des Kérpers K, Kx die Konstante des Gleich- 


gewichts I bedeutet. Die Affinitit zu einem zweiten Substrat S 


:, 1 a ee 
wird ganz entsprechend von .. auf -—.— erniedrigt 


K, (kK 
hs 
werden. Mit Riicksicht auf die in der folgenden Abhandlung 
beschriebenen Beobachtungen iiber den EinfluB natiirlicher 
Begleitstoffe auf die Aktivitit der Hefesaccharase wird dieser 
Fall im nachsten Kapitel noch ausfihrlicher behandelt. 


2. Das Substrat reagiert mit dem gebundenen Enzym. 
(7) E+Ks(FK), (#H&)+8=2(EKS)}4, 
(HS) wird nicht gebildet oder ist stabil. Hierher gehéren 
zahlreiche Fermente vorwiegend tierischer Herkunft, fiir deren 
Wirksamkeit die Gegenwart gewisser Kationen oder Anionen 
notig ist. Am Beispiel der Diastase haben wir schon im 
zweiten Absatz der I. Gruppe iiber die Beziehung der Reak- 
tionsgeschwindigkeit zum Enzymgehalt in diesem Fall ge- 
sprochen. Auch iiber die Spezifitit des Enzyms laBt sich 
unter den im letzten Absatz (II, 1) angefiihrten Gesichtspunkten 
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entscheiden. Hier erhebt sich die Frage: Soll man die Systeme 
(E K,), (E.K,) usw. als besondere Enzyme bezeichnen oder geniigt 
es zu verlangen, daB unter gleichen iuBeren Bedingungen dic 
Affinitit eines Enzyms, sein Wirkungsvermégen, dasselbe sei’ 
Wir halten es fiir richtig, jedes derartige System in 
reaktionskinetischem Sinne als selbstindiges Enzym zu 
behandeln, also z. B. von Chloriddiastase, Nitratdiastase usw. 
zu sprechen, wie es in der Literatur!) bereits iiblich ist. In 
praparativem Sinne haben wir es aber in Anbetracht der 
Reproduzierbarkeit der Aktivatorwirkung und der gleichmiBigen 
Ausfiihrung der Analysen mit einem Enzym zu tun. Diese 
straffe Fassung des reaktionskinetischen Enzymbegriffs wird 
auch dann von Nutzen sein, wenn neben dem gebundenen 
Enzym auch das freie wirksam ist. 
(8) H+K=2(HK) H+S=(H#8)*t und (HA)+S8=(FKS)}. 
K kann je nachdem aktivieren oder hemmen. Die Be- 
stimmung der Pankreaslipase*) bietet Beispiele dafiir, wie weit- 
gehend sich das variable Verhiltnis zwischen Enzymgehalt und 
Geschwindigkeit der Fettspaltung durch kiinstliche Aktivierung 
oder Hemmung ausgleichen laBt. Unter solchen Bedingungen 
wird auch das Verhiltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten ver- 
schiedener Fette von A:# und von der Natur von K un- 
abhangig sein, wenn der Mechanismus der K-Wirkung mit dem 
der zugesetzten Aktivatoren iibereinstimmt. Sehr hiufig wird bei 
einer mikroheterogenen Reaktion Aktivierung und Hemmung aut 
rein physikalischen Anderungen des Milieus an der Oberfliche 
der Kolloidteilchen beruhen, ohne daf diese Kérper auf die 
Konfiguration der wirksamen Enzymgruppen von EHinfluB wiiren. 
Wenn daher z. B. die Lipase in yerschiedenen Vorkommnissen 
mit wechselnden Mengen von Kérpern assoziiert ist, die mit ihren 
wirksamen Gruppen in Wechselwirkung stehen, dann gestattet eine 
gleichartige ,,physikalische Aktivierung, auch wenn dadurch ein 
hohes Vielfaches der natiirlichen Reaktionsgeschwindigkeit erzielt 





1) L. Michaelis und H. Pechstein, a.a. 0.; H. v. Euler, Chemie 
der Enzyme, I, S. 35. 

2) R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz und F. Memmen, 
Diese Zs., im Druck. 
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wird, nicht, die Enzymmengen zu vergleichen und tiber dieSpezifitat 
des Fermentes zu entscheiden. Die Erfahrungen, von denen die 
folgende Mitteilung berichtet, machen es wahrscheinlich, daB solche 
Begleiter dem Enzym selbst nahe stehen, und sie zeigen den Weg, 
auf dem ihr Vorhandensein erkannt und trotz ihrer Gegenwart die 
analytische Bestimmung relativer Enzymmengen miglich ist. 


Ill. Gruppe. K reagiert mit dem Enzym-Substrat- 
Komplex. 

1. Durch den Hemmungskérper AK wird die zerfallende 

Enzymsubstratverbindung in eine stabile Form iibergefiihrt. 


(9) BH+S=(#£S)t, (F8)\4+K=2(ESK). 
2. (#8 K) ist labil. 
(10) E+ S=s(#£S), (#£S)+K=(LSA&)t. 


K ist Aktivator. Wenn auch (K S) zerfallt, 
(11) #+S8=(#S)* und (FS8)4}+ K=e(ESK)4, 
kann K sowohl hemmen als auch aktivieren; Diese Mecha- 
nismen diirften sich: neben den in der I. und II. Gruppe dis- 
kutierten in der Regel nur in beschranktem MaBe geltend machen. 
Zusammenfassend heben wir hervor: Fiir die Reaktions- 
beeinflussung enzymatischer Vorginge gibt es einige typische 
Méglichkeiten, zwischen denen sich durch kinetische Messungen 
prinzipiell entscheiden laBt. Solange wir auf die Fermente nur 
aus ihren Wirkungen schlieBen kénnen, muB es das Ziel sein, 
den Kinfiu8B der natiirlichen Fermentbegleiter zunachst in ein- 
fachen Fallen auf diese Typen zuriickzufiihren. Dann erst sind 
wir imstande aus der Messung von Reaktionsgeschwindigkeiten 
ein exaktes MaB fir die Enzymmengen abzuleiten und die 
spezifische Natur dieser Katalysatoren zu enthiillen. 


II. Der Zeitwertquotient als Funktion der Substrat- 
konzentration. 


Enzymbindende Verunreinigungen machen sich bei der 
Ermittlung von Zeitwertquotienten dadurch geltend, daB der 
wirkgame Anteil des Enzyms geiaindert wird und zwar ver- 
schieden stark, wenn die Affinitét zu den Substraten verschieden 
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ist. Das Ergebnis der Messungen muf dann das gleiche sein, 
als ob wir mit derselben Enzymliésung das Verhiltnis der 
Reaktionsgeschwindigkeiten das eine Mal z. B. in 0,2 n, das 
andere Mal in 0,3 n-Lésung bestimmt und miteinander ver- 
glichen hatten. Darum wollen wir jetzt die Abhingigkeit des 
(Juotienten von der Substratkonzentration betrachten, unter der 
Annahme, daB die Vereinigung der Enzyme mit den Sub- 
straten durch das Massenwirkungsgesetz geregelt wird. Diese 
Annahme bedeutet einen Grenzfall') fiir eine mikroheterogene 
Katalyse, womit wir es ja bei den Enzymreaktionen zu tun 
haben. Aber die Erfahrung lehrt, da dieser Grenzfall durchaus 
nicht selten ist. Hat sich doch bei Versuchen iiber die Ab- 
hangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substrat- 
konzentration gezeigt, dafi nicht nur die Rohrzuckerspaltung’), 
die Hydrolyse von e@-Methylglucosid durch Hefeausziige*), oder 
die von f-Glucosiden durch Emulsin‘), sondern sogar die 
Trypsinverdauung der Gelatine®) vom Massenwirkungsgesetz 
beherrscht wird, wenn man die Annahme macht, daB die Um- 
satzgeschwindigkeit der Konzentration der vorhandenen Enzym- 
substratverbindung proportional sei. Auf solche Systeme bhe- 
ziehen sich die folgenden Entwicklungen. Man médge dabei 
an zwei voneinander véllig unabhangige Enzyme denken, 
auch wenn wir mit Riicksicht auf die spaiteren Anwendungen 
folgende Bezeichnungen einfihren: 

[S] sei die Konzentration der Saccharose in freiem Zustand 
(praktisch iibereinstimmend mit der Gesamtkonzentration des 
Rohrzuckers), 

S' die gesamte molare Konzentration der Saccharase und 





1) Uber die Anwendbarkeit des Massenwirkungsgesetzes vgl. dic 
treffenden Ausfiihrungen von L. Michaelis, Biochem. Zs. Bd. 115, 
S. 269 (1921) und Koll. Zs. Bd. 31, S. 246 (1922) und zwar S. 251. 

2) L. Michaelis u. M.L.Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 
1913); H. v. Euler u. J. Laurin, Diese Zs. Bd. 110, S. 55 (1920) und 
(die nachstehende Abhandlung. 

*) P. Rona und L. Michaelis, Biochem. Zs. Bd. 58, S. 148 (1914). 

*) Nach unverdffentlichten Versuchen mit F'rl. Dr. J. Graser. 

5) J. H. Northrop (mitbearbeitet von F. Johnston), Journ. Gen. 
Physiol. Bd. 4, S. 487 (1922). 
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o die molare Konzentration des an Saccharose gebundenen 
Anteils des Enzyms, also auch gleich der Konzentration der 
Enzymsubstratverbindung. 

Unter [2], P und o mége man analog die Raffinose- 
konzentration sowie die Konzentration der gesamten und ge- 
bundenen (aktiven) Raffinase verstehen. 

Dann besagt das Massenwirkungsgesetz: 

(12) —— — K, und Sl = Kp, 


woraus fir die Konzentration der Saccharase-Saccharose- 
verbindung und des Raffinase-Raffinosekomplexes folgt: 

] _w.__|S]_ — —. 2 

(13) c= Sd iS] + K und ee 


oO 


S als Funktion von log-.. und -- als Funktion von 


1 

[S] P 

log i stellen Dissoziationsrestkurven dar, deren Wendepunkte 
durch — log Ks und — log Kp festgelegt sind. Die Propor- 
tionalititsfaktoren zwischen o und 9 und den experimentell 
bestimmbaren Anfangsgeschwindigkeiten der Rohrzucker- und 
Raffinosehydrolyse vg und vg werden im allgemeinen ungleich 
sein: 


(14) vs = Cyt vp = CRS. 


Cs:Cp bedeutet dann das Verhiltnis der Hydrolysen- 
geschwindigkeiten des Di- und Trisaccharids, die durch ein 
und dieselbe Enzymmenge hervorgerufen werden, wenn jede 
Reaktion bei einer solchen Konzentration des Substrates ge- 
messen wird, daB der an Zucker gebundene molare Anteil 
beider Enzyme in jedem Fall prozentisch gleich ist. Das wird 
im allgemeinen nur bei [S]#[] eintreten. Die Zeitwert- 
quotienten werden aber immer in Aquimolaren Loésungen der 
Substrate bestimmt. Darum stellt erst der fiir unendlich groBe 
Substratkonzentration extrapolierte Quotient der Anfangs- 
geschwindigkeiten das Verhiltnis der Proportionalitatsfak- 
toren Cy:Cp dar. 

(15) lim Q@ = Cs:Cr = Q.. 


(S] = [R] = 00 


“Race ea ie 





a ee 


Sanat Race a ba ttt i aU AS a hs 
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Aus (13) und (14) ergibt sich fiir den Quotienten bei he- 
liebiger Substratkonzentration 
0, 8 2 08, eek Se (81(U+ Ky) 
*e Ce Be Cpr [R]-([8] + Kg) ’ 
was wir in Anbetracht von [S| =[#] mit Beriicksichtigung 


von (15) auch schreiben kénnen 
: [S] + Kp 
(16) Us = Va Ta HK: 





Wahlen wir log si als unabhingige Variable z, dann 


stellt Qy als Funktion von 2 eine Dissoziations- bzw. Disso- 
ziationsrestkurve mit folgenden Higenschaften dar: 


oe vinl0 re Kp 











(17) Ys = Qa: e~?nl0 4K, ’ 
‘ d Vs kK, —ain10 — K, ~ zin 10 
(18) da = Q,'In 10: (en ee aan, 
a? Oy (K ~~ x ) (Ke — 6am) 
(19) adxnt -_ Q.,°(In 10)? e~ rin10, <5 — * K,)* a 
Aus (16) folgt 
(20) lim Qs = QQ = Qa° KE, ; 


[s]=0 

Hs laBt sich zeigen, daB (15) und (20) Asymptoten von 
(16) sind. Fiir die Abszisse des Wendepunktes der Quotienten- 
kurve (17) ergibt sich aus (19) unter der Bedingung A; # K; 


(21) Ko = Kz, 

wihrend fiir die Ordinate Qy aus (17), (20) und (21) 
29 ( Kg +- Kp 1 

(22) Qu = Qa = 3M + 2) 


folgt. Fiir die Wendetangente ist die Neigung 
o 

(23) tga = ©*-In 10 = si 7 = 0,575 (Q, — Q..) 
Bg 


charakteristisch, wie sich aus (18) mit Beriicksichtigung von 
(20) und (21) ergibt. 
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Der Wendepunkt der Quotientenkurve ist also in jedem 
Fall dadurch ausgezeichnet, daB seine Abszisse mit dem Para- 
meter derjenigen Enzymwirkung zusammenfillt, der die kleinste 
Dissoziationskonstante der Enzymsubstratverbindung zukommt. 
Greift dieses Enzym noch andere Substrate an, so soll die 
Hydrolyse desjenigen, zu dem es die gréSte Affinitit besitzt, 
als Hauptwirkung des Enzyms von seinen Nebenwirkungen 
unterschieden werden, unabhiingig von der Geschwindigkeit, 
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Fig. 1. 


mit der die Komplexe des Enzyms mit den verschiedenen Sub- 
straten zerfallen. Die Ordinate des Wendepunktes stellt immer 
das arithmetische Mittel der fiir unendlich kleine und unendlich 
groBe Substratkonzentration extrapolierten Geschwindigkeits- 
quotienten dar und ist daher im Gegensatz zur Abszisse durch 
den numerischen Wert der Nebenaffinitiiten bedingt. 

Fig. 1 zeigt die Lage der Quotientenkurve Q, die sich aus 
den Dissoziationsrestkurven $ und #& ergibt. Der Parameter 
der Hauptwirkung S betrigt 0,017, derjenige der Nebenwirkung R 
0.272. Q, hat den Wert 2,0. Die Ordinaten der Q-Kurve 
sind im Verhiltnis 1:0,03 verkleinert gegeniiber denjenigen 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXV. 2 





Verhiltnris des molaren Umsatzes 
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der S-Kurve, die ihrerseits im Vergleich mit dem MaBstabe 
der Abszisse im Verhaltnis 2:1 vergréBert sind. Aus (20) 
folgt fiir die obere Asymptote der Q-Kurve Q, = 32. Durch 
die Wahl des MaBstabes ist erreicht, daB die Wendepunkte 
der S- und Q-Kurve nicht nur gleiche Abszisse, sondern auch 
gleiche Ordinate haben, da die Asymptoten von Q zum Wende. 
punkt von § sehr angenihert symmetrisch liegen. Setzt man 
noch Q, — Q,, und den Maximalwert der S-Kurve gleich der 
EKinheit der Abszisse, so schneiden sich die Wendetangenten 
von @ und § unter einem Winkel von 120°. 

In besonderen Fiillen kann die Quotientenkurve folgende 
Kigenschaften besitzen: 
1.) Ks = Kr, Qo = 1. 

Die Dissoziationsrestkurven fallen zusammen. Die Q-Kurve 
ist eine zur z-Achse parallele Gerade im Abstand 1. 
2.) Ks= Kr, Qo=1. 


Die Dissoziationsrestkurven sind affin. Q)= Qu = Qo = Q. 
Die Q-Kurve ist eine zur z-Achse parallele Gerade im Ab- 
stand Q. 
3.) (5 = Kp, Gao = 1. 


Die Dissoziationsrestkurven kénnen durch Parallelver- 
schiebung lings der Abszissenachse zur Deckung gebraclit 
werden. 

= Kpt+ Ky 
Q,=Ke: Ks, Qu = — 

Der fiir [S]=0 extrapolierte Geschwindigkeitsquotient 

stellt das Verhiltnis der Dissoziationskonstanten dar. 

4.) Ks< Ke, Qwo=!1 

ist der oben behandelte allgemeine Fall. Ist K; > Kz, 80 
iibernimmt A, die Bedeutung des Hauptparameters. 

Ist die Abhingigkeit der Hauptwirkung von der Substrat- 
konzentration bekannt, so geniigt wegen der ausgezeichneten 
Lage der Q-Kurve eine einzige Quotientenbestimmung, um das 
arithinetische Mittel aller denkbaren Quotienten zu finden, 
die fiir die betreffende Knzymlésung von den verdiinntesten 
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bis zu den konzentriertesten Lisungen der Substrate méglich 
sind. Diese Quotientenbestimmung hat bei derjenigen Nor- 
malitit der Substrate zu erfolgen, die fir die Hialfte der 
maximalen Hauptwirkung charakteristisch ist. Das gilt all- 
gemein fiir den Vergleich beliebiger Enzymwirkungen, z. B. 
fir das Verhiltnis der Geschwindigkeiten, mit denen ein Hefe- 
auszug Rohrzucker und a-Methylglucosid spaltet. Wie weit 
sich der Quotient von diesem Mittelwert entfernen kann, wissen 
wir zunachst nicht. Wir wissen nur, daB er beim Ubergang 
zu konzentrierteren Lisungen immer kleiner werden mu8, um 
in verdiinnteren ganz entsprechend zu wachsen. Je nachdem 
aber FuBpunkt, Mittelstiick oder Scheitel der Dissoziations- 
restkurven, die der Enzymwirkung mit der niedrigeren Affinitat 
entsprechen, in das experimentell giinstigste Gebiet fallen, wird 
es méglich sein, nach einer der folgenden Methoden den Gesamt- 
verlauf der @-Kurve mit gréSerer oder geringerer Genauigkeit 
aufzufinden: 

1. Man bestimmt die einzelnen Parameter Ks und Kp. 
Dann geniigt die genaue Kenntnis eines Quotienten bei be- 
liebiger Konzentration, um das Verhiltnis der Ordinaten der 
beiden Kurven festzustellen. Die Q-Kurve laBt sich durch 
Kinsetzen von Ks, Kp und Q, in (16) berechnen, bzw. kon- 
struleren. 

2. Bei hochmolekularen und schwer léslichen Substraten, 
zu denen das Enzym nur geringe Affinitit besitzt, wird nur 
der FuBpunkt der Dissoziationsrestkurve untersucht werden 
kénnen. Ist Qj, bestimmbar und laBt sich der Quotient fiir 
unendlich kleine [8] extrapolieren, so laBt sich die Q-Kurve 
konstruieren, da ihr Wendepunkt und eine Asymptote bekannt 
sind. Die zweite Asymptote mu8 zum Wendepunkt symmetrisch 
liegen. Oder man verfaihrt nach 

3., indem man einige in der Nahe von Qy gelegene Quo- 
tienten bestimmt und aus der so ermittelten Lage der Wende- 
tangente nach (22) und (23) Q@, und Q. berechnet, woraus sich 
auch Kp ergibt. 

4. Ist weder das Gebiet von Kz, noch das von Ag mit 
(em Substrat # erreichbar, so gelangt man bei Kenntnis von Kg 

9" 
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durch Kombination von je zwei (nicht zu nahe aneinande;. 
liegenden) Quotienten auf folgendem Wege zum Ziel: Bei dey 
Substratkonzentration §, sei der Quotient Q,, bei S, Q be. 
stimmt worden. Die Q-Kurve (Q als Funktion von §) ist dann: 


Qa(Sa+ Ks) (S — 8) — Qo(S,-+ Ky) (8 — Si) 


+ \ _ ; : 
(oe) @ (Sa ; a S,) (S - Ky) 


Ill. Der Zeitwertquotient als Mab der Enzymspezifitiit, 
1. Artverschiedenheit der Fermente. 


Nach den Ausfiithrungen des I. Kapitels beruht die Be. 
deutung der Affinitiitsmessung fiir die Quotientenmethode 
darauf, daB nicht nur in bezug auf die Wasserstoffionen- 
sondern auch in bezug auf die Substratkonzentration gleiche 
Bruchteile der maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten verglichen 
werden. Ob jedoch in verschiedenen Enzymlésungen gleichen 
Maximalgeschwindigkeiten auch gleiche Enzymmengen zugrunde 
liegen, lift sich durch Affinitiitsmessungen nicht entscheiden. 
Im II. Kapitel (Abschn. 4) der folgenden Mitteilung wird ge- 
zeigt, daB z. B. durch Wasserstoffionen nicht der aktive Anteil 
des Rohrzuckers, der Saccharase oder der Rohrzucker-Saccha- 
raseverbindung, sondern vielmehr die Labilitit der letzteren 
Verbindung bestimmt zu werden scheint. Es ist namlich die 
Abhingigkeit des Gleichgewichts zwischen Enzym und Zucker 
von der A jedenfalls viel zu gering, als daB man durch Ande- 
rung desselben die Aktivitits-h-Kurve des Invertins erkliren 
kénnte. Darum haben wir auch in den Enzymlésungen mit 
natiirlichen Begleitern zu rechnen, die die Zerfallsgeschwindig- 
keit der Enzymsubstratverbindung, nicht aber ihre Konzen- 
tration zu indern vermégen. 


In solchen Fallen wird die Quotientenbestimmung durch 
Kontrollversuche zu erginzen sein, die unter wechselseitigem 
Zusatz des eigenen und fremder Kochsifte, Dialysate, Extrakte us. 
anzustellen sind. Die Methode der arteigenen und artfremden 
Kochsifte (vgl. Kap. 1], Abschn. 6 und Kap. I], Abschn. 5 de: 
nachstehenden Abhandlung) wird aber auch umgekebrt fiir die 
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Frage nach der Natur der enzymbindenden Verunreinigungen 
von Bedeutung sein. 

Es wird mit ihrer Hilfe gelingen, auf indirektem Wege 
iiber die Artspezifitat der Fermente zu entscheiden, also 
die Frage zu lésen, ob die wirksamen Gruppen derjenigen 
Katalysatoren, deren sich verschiedene Hefepilze oder Phanero- 
game und Kryptogame oder Pflanze und Tier z. B. fiir die 
Rohrzuckerhydrolyse bedienen, identisch sind oder nicht. Denn 
einer gewissen Konfiguration der chemisch aktiven Gruppen 
im Enzymmolekiil entspricht zweifellos eine ganz bestimmte 
Affinitit zum Substrat, und wir kénnen untersuchen, ob die 
Affinitiitsverschiedenheiten, ob Unterschiede der Kinetik und 
der Aktivitiits-p,-Kurven, ob ein verschiedener EinfluB von 
Aktivatoren, Hemmungskérpern und dergleichen bloB durch 
Art und Menge der in jedem Falle vorhandenen Begleiter zu 
erklaren sind. Um den Sinn dieser Methode, zu deren voll- 
kommener Beherrschung noch Untersuchungen iiber Reversibilitat 
und Reihenfolgephinomene ausstehen, zu erliutern, verweisen 
wir auf die in der folgenden Mitteilung (Kap. II, Abschn. 6) 
nachgewiesene Identitat der in verschiedenen Hefe- 
rassen enthaltenen Invertine von differierender Rohr- 
zuckeraffinitat. 

Vielfach hat man Schliisse iiber die Artverschiedenheit 
von Fermenten aus anderen Beohachtungen zu ziehen ver- 
sucht. KE. Fischer und W. Niebel') deuteten z. B. die Tat- 
sache, daB durch den Diinndarm des Hundes und des Pferdes 
Rohrzucker, nicht aber Raffinose gespalten wird, wihrend die 
Hefe und ihre Ausziige sowohl das Di-, als auch das Tri- 
saccharid zu hydrolysieren vermégen, durch die Annahme, dab 
das rohrzuckerspaltende Enzym des Diinndarms mit dem In- 
vertin der Hefe nicht identisch sei. Auch die Beobachtung, 
daS das Serum von Pferde- und Rinderblut den Malzzucker 
leicht spaltet, ohne e-Methylglucosid zu veriindern, wahrend 
Maltose und «-Methylglucosid gegeniiber den Enzymen der 
Hefe ,,vollige Ubereinstimmung“ zeigen, fihrte E. Fischer zu 


') Sitzungsber. d. preuB. Akad. d. Wissensch. 1896, S. 73; Unter- 
suchungen iiber Kohlehydrate und Fermente, S. 868 und zwar 8. 875 (1909). 
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der Ansicht'), ,da® ein und dasselbe Enzym der Hefe, dic 
Maltase, sowohl die a-Methylglucoside, als auch die Melibiose 
und verschiedene als Dextrine bezeichnete, kompliziertere Kohle- 
hydrate angreifen kann. Die Erfahrung, daB einzelne Hefey 
nur die Maltose, aber nicht die Melibiose spalten, oder dat 
es Maltasen gibt, wie z. B. im Blut der Saiugetiere, welche die 
a-Glucoside unberiihrt lassen, ist kein triftiger Grund dagegeu.“ 

Wie R. Willstatter und R. Kuhn?) hervorheben, geniic 
es aber nach den mit der Methode der Zeitwertquotienten 
gewonnenen Erfahrungen nicht, ,mit E. Fischer in verschie- 
denen Organismen verschiedene Invertine und verschiedene Mal- 
tasen anzunehmen, auch mit dem Vorkommen verschiedener Hefe- 
invertine und verschiedener Raffinasen in Hefen miiBte man 
rechnen.“ R. Willstatter und seine Mitarbeiter haben sich jedoch 
in ihren 8.1 zitierten Untersuchungen nicht fir die Annahme 
einer tiberaus weitgehenden Artspezifitit der Enzyme entschieden. 
Die Befunde lieBen sich gut mit der Vorstellung erkliren, ,,dai 
Maltose und «-Methylglucosid auch von der Hefe mittels zweier 
verschiedener Enzyme hydrolysiert werden.“ Auch fir die Ver- 
schiedenheit von tierischem und pflanzlichem Invertin ,,entfillt 
die Stiitze, wenn sich die Hydrolyse von Rohrzucker und 
Raffinose auf verschiedene Enzyme zuriickfithren laBt.« Gelingt 
es andererseits, die Rohrzucker- und Raffinosespaltung au/ 
dasselbe Hefeenzym zuriickzufiihren, so ist damit auch die 
Verschiedenheit derjenigen Saccharasen erwiesen, die ohne 
Wirkung auf das Trisaccharid sind. 


An dieser Stelle muf jedoch hervorgehoben werden, 
daB die niedrige Affinitiit verschiedener Invertine teilweise 
wenigstens durch Assoziation der Enzymteilchen mit gewissen 
Kérpern derart zustande kommt, daf dadurch die Diffusion 
des Zuckers an die reaktionsfahigen Stellen des Katalysators 
herabgesetzt wird, und es wire denkbar, daB_ schlieflich 
nur noch das Substrat mit dem kleinsten Molekulargewicht, 
bzw. Molekularvolumen hydrolysiert wird, daB z. B. ein in- 





1) Diese Zs. Bd. 26, S. 60 und zwar 8. 80 (1898). 
*) Diese Zs. Bd. 115, 8S. 180 und zwar S. 181 (1921). 
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vertin nur noch Rohrzucker spaltet, obwohl seine wirksamen 
Gruppen mit denen eines aus gewdéhnlicher Hefe isolierten 
iibereinstimmen und auch die Hydrolyse der Raffinose be- 
wirken kénnten. Aus demselben Grunde darf vielleicht das 
Experiment E. Fischers}, der mit frischer, chloroformierter 
Hefe a-Methylglucosid, nicht aber Malzzucker zerlegen konnte, 
nicht im Sinne von R. Willstitter und W. Steibelt?) als 
Beweis fiir die Verschiedenheit des Maltose und «-Methyl- 
glucosid spaltenden Enzyms angesehen werden. 

Die Affinitaitsiinderungen des Invertins bei der Hitze- 
zerstérung (vgl. Kap. II, Abschn. 6 der folgenden Mitteilung) 
tiuschen eine ungleiche Bestindigkeit von Saccharase und 
Raffinase vor. In welchen Fallen die zahlreichen Literatur- 
angaben iiber verschiedene Resistenz zweier Enzyme gegen 
Siuren, Alkalien, Temperatur, Gifte und dergleichen auf die 
Affinitaitsinderungen eines Enzyms zuriickgefiihrt werden kénnen, 
liBt sich aus den angefiihrten Messungen nicht ersehen. 

Obwohl E. Fischer die Identitiit von Raffinase und 
Saccharase, von Maltase und «-Methylglucosidase annahm und 
die Verschiedenheit der tierischen und pflanzlichen Enzyme 
vermutete, betonte er in der III. Mitteilung iiber den ,,KinfluB 
der Konfiguration auf die Wirkung der Enzyme“ ?*) ausdriicklich, 
,da8 der Beweis dafiir fehlt und auch kaum geliefert werden 
kann, solange man nicht imstande ist, die Enzyme als ein- 
heitliche chemische Individuen zu charakterisieren.“ Wir halten 
eme Charakterisierung fiir méglich, noch ehe die Fermente 
einzeln in reinem Zustande isoliert sind, und zwar soll dazu 
die reproduzierbare und konstante Affinitat dienen, die dem 
Knzym im identischen Milieu von Begleitstoffen unter gleichen 
duBeren Bedingungen gegeniiber einem seiner Substrate zu- 
kommt. 





1) Chem. Ber. Bd. 27, 8.3479 (1894); Bd. 28, S. 1429 (1895); E. Fischer, 
Unters. iib. Kohleh. u. Ferm., S. 845 und zwar 8. 846 und S. 859 und 
zwar S. 855ff. (1909). 

*) Diese Zs. Bd. 115, S. 199 und zwar S$. 200 (1921). 

5) Chem. Ber. Bd. 28, S. 1429 und zwar 8. 1438 (1895); E. Fischer, 
Unters. ib. Kohleh. u. Ferm., S. 850 und zwar S. 859 (1909). 
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2. Absolute und relative Spezifitat. 


Sind die Differenzen von Zeitwertquotienten durch ei) 
wechselndes Mengenverhiltnis zweier voneinander unabhingiger 
Enzyme zu erkliren, dann miissen auch bei iibereinstimmender 
Affinitat des untersuchten Enzymmaterials verschiedene Quo- 
tienten vorkommen. Die Konstanz mindestens einer Enzym- 
affinitiit ist eine der wichtigsten Voraussetzungen fiir die An- 
wendbarkeit der Quotientenmethode, die den in iiblicher Weise 
ermittelten Zeitwert als MaB der Enzymmenge betrachtet. 

Um auch in anderen Fallen iiber die Spezifitiit der in der 
Natur fiir die Hydrolyse nahe verwandter Zuckerarten und 
Glucoside ausgebildeten Katalysatoren zu entscheiden, wird zu 
untersuchen sein, wie weit die beobachteten Schwankungen der 
Zeitwertquotienten durch Affinitiitsunterschiede der Enzyme zu 
ihren Substraten bedingt sind, ob z. B. bei a- und #-Glucosidasen 
im Gegensatz zum Verhalten gewisser Hefesaccharasen auch beim 
Altern und Reinigen der Enzympriparate Affinitiatsiinderungen 
vorkommen. In zwei Fiillen kénnen aber solche Schwankungen 
fiir das Verhiiltnis der Geschwindigkeiten, mit denen ein Enzym 
den Umsatz mehrerer Substrate bewirkt, ohne Belang sein: 

1. Wenn die Dissoziationskonstanten der Enzym-Substrat- 
verbindungen iibereinstimmen, 

2. wenn die Dissoziationskonstanten zwar verschieden, aber 
so gering sind, dafi die gewithlte Substratkonzentration geniigt, 
um den EKinfluB enzymbindender Verunreinigungen unmefbar 
klein zu machen, wenn also in bezug auf die Substratkonzen- 
tration die maximal mégliche Geschwindigkeit der Hydrolyse unter 
den Bedingungen der Zeitwertbestimmung praktisch erreicht ist. 

Es scheint z. B. die von R. Willstatter und G. Oppen- 
heimer’) fiir die Spaltung einiger aromatischer #-Glucoside 
durch verschiedene Pflanzensamen und Emulsinpriparate be- 
schriebene Konstanz der Zeitwertquotienten in einer der eben 
angefiihrten Méglichkeiten ihren Grund zu haben (vgl. dazu 
Kapitel II, S. 18 unter 2). Hier wird ,,zum ersten Male durch 
quantitative Beobachtung fiir ein zuckerspaltendes Enzym 


1) Diese Zs. Bd. 121, S. 183 (1922). 
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om 


wabrscheinlich gemacht, daB es verschiedene Substrate an- 
gugreifen vermag.“*) 

Das Verhalten dieser #-Glucosidase gegeniiber #-Pheny]l- 
glucosid, Helicin und Salicin bezeichnen wir als ,relative 
Spezifitat“. Die Ursache dieser Erscheinung liegt in der 
Identitiit der fiir die verschiedenen Reaktionen notwendigen 
und hinreichenden wirksamen Gruppen der Enzymteilchen. Ist 

. die fiir die eine Reaktion geniigende Konfiguration fiir die 
zweite Reaktion zwar ebenfalls notwendig aber nicht aus- 
reichend?), so kénnen wir diesen Unterschied durch Messung 





| von Reaktionsgeschwindigkeiten nicht erkennen, wenn die gréBte 
Empfindlichkeit den gemeinsamen Gruppen eigen ist. Kommt 


andererseits der fiir die eine Hydrolyse iiberfliissigen Gruppe 
l die geringste Bestiindigkeit zu, dann werden wir aus der ver- 
schiedenen Empfindlichkeit auf zwei voneinander unabhingige 
,absolut spezifische* Enzyme schlieBen. Das wird namentlich 
dann der Fall sein, wenn die wirksamen Gruppen iiberhaupt 
nichts miteinander gemein haben, mégen sie nun an demselben 
1 oder an verschiedenen Kolloidteilchen ihren Sitz haben. *) 
Die Bezeichnung absolute und relative Spezifitit entnehmen 
. wir der Immunititslehre, wo beide Erscheinungen auch als 
qualitative und quantitative Spezintit unterschieden werden.‘) 


r Um die relative Spezifitiit eies Katalysators zahlenmiBig 
g zu definieren, haben wir das Verhiltnis der Dissoziations- 
I konstanten und das der Zerfallsgeschwindigkeiten der labilen 
F Verbindungen anzugeben, die der Katalysator mit den ver- 
r schiedenen Substraten bildet. Das Verhiltnis der Reaktions- 
t. geschwindigkeiten bei volliger Zuriickdrangung der Dissoziation 
i der zerfallenden Enzym-Substratverbindungen Q_, [vg]. Kapitel I, 
le canes 

° ) aa. O. S. 184. 

ay *) Vel. die Ansichten von H. Bierry, C. R. Bd. 148, S. 949 (1909); 
u Biochem. Zs. Bd. 44, S. 415, 426, 446 (1912). 

h 8) Vgl. das von R. Willstitter u. W. Steibelt (Diese Zs, Bd. 115, 
e S. 211 (1921) und zwar §S. 212f.) erweiterte Gleichnis von SchloB und 
| Schliissel. 


‘*) Vel, z.B. P. Th. Miller, Vorlesungen iiber Infektion und Immu- 
nitit, Jena 1917, S. 188 ff. 
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(15)] gilt fiir Aquimolare Mengen dieser Verbindungen und gibt 
das fir die Nebenwirkung giinstigste Verhiltnis der Umsat>. 
geschwindigkeiten an, das mit einer. gegebenen Katalysator- 
menge tiberhaupt erreichbar ist. @Q, soll als relative ,, Leistungs- 
fihigkeit“ des Enzyms bezeichnet werden. Das wechselnde 
Vereinigungsbestreben des Hnzyms mit den einzelnen Substraten 
kommt darin nicht zum Ausdruck. Dazu ist die Messung der 
Affinitétskonstanten notwendig, durch deren grifSte wir die 
Hauptwirkung (vgl. Kapitel II, S.17) des Enzyms definieren. 
Zur Orientierung iiber die Nebenwirkungen geniigt es, die 
GréBe Qy [Gleichung (22), Kapitel II], die wir als ,,mittlere 
Spezifitat” bezeichnen, z. B. an verschiedenem Invertinmaterial 
auf ihre Konstanz bei der Hydrolyse von Raffinose, Gentianose, 
Stachyose, Verbascose, Asparagose usw. zu priifen. Im Gegen- 
satz zur Leistungsfahigkeit, die nur durch Extrapolation zu- 
ginglich ist, l4Bt sich die mittlere Spezifitit — soweit unsere 
Erfahrungen reichen — auch bei a- und #-Glucosidasen 
experimentell direkt ermitteln. 

Indem man die Konstanz dieser GréBen an Stelle der Konstanz 
der friiheren Zeitwertquotienten als Beweis fiir den Zusammen- 
hang zweier Enzymwirkungen betrachtet, eliminiert man den 
HKinflu8 enzymbindender Verunreinigungen auf das Verhiiltnis 
der Reaktionsgeschwindigkeiten. Voraussetzung ist, daB dem 
gebundenen Enzym keine katalytische Wirksamkeit mehr zu- 
kommt. Diese Voraussetzung wird z. B. in der folgenden 
Mitteilung fiir das Invertin durch die Konstanz von Leistungs- 
fihigkeit und mittlerer Spezifitit gegeniiber dem Rohrzucker 
und seinem Galaktosid, der Raffinose, formell bestatigt gefunden. 
Aber es scheint kaum méiglich, daB die Verunreinigungen der 
Saccharaselésungen sich neben dem in mehr als tausendfachem 
UberschuB vorhandenen Rohrzucker durch eine Konkurrenz- 
reaktion im Sinne von (6) die nétige Geltung verschaffen, um 
die groBen Affinititsverschiedenheiten des Knzyms gegeniiber 
der Saccharose zu erkliren. Die Dissoziationskonstante der 
Verbindung, die diese Verunreinigung mit den wirksamen 
Gruppen der Saccharase eingeht, miiBte etwa ebenso gering 
sein, wie ihre molare Konzentration in der Bestimmungsliésung. 
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Auch weist die wechselnde Kinetik des Invertins und die 
Wirkung inaktivierter Enzymlésungen auf die Inversions- 
geschwindigkeit darauf hin, daB im Sinne von (8) auch dem 
gebundenen Invertin die Fiahigkeit der Zuckerhydrolyse noch 
zukommt. Theoretisch ist in diesem Falle eine exakte Pro- 
portionalitat der Affinititskonstanten nicht zu erwarten und 
darum wollen wir die in der folgenden Mitteilung aus den 
angefiihrten Messungen der Dissoziationskonstanten sich er- 
sebende Beziehung nur im Sinne einer auffallenden Parallelitiat, 
nicht einer strengen Proportionalitit verstehen. 

Unabhingig von diesen Vorstellungen iiber die Feinstruktur 
der wirksamen Gruppen ergibt die Konstanz der relativen 
Spezifitit im Verein mit Gleichung (14) 


S = e-P. 


In jeder Knzymlésung stehen demnach die molaren Kon- 
zentrationen der beiden Fermente unabhingig vom wechselnden 
Betrage der Zeitwertquotienten in einem konstanten Verhiltnis 
zueinander. 

Das wesentliche Kriterium fir die Identitét ist aber 
folgendes: Stimmen die Enzympraparate in ihrer Affinitét zu 
dem einen Substrat iiberein, so muB dies auch dem zweiten 
gegeniiber der Fall sein und es muB das Verhiltnis der 
Reaktionsgeschwindigkeiten immer das gleiche sein. Andert 
sich die eine Affinitit, so tut es die zweite auch, und damit 
verschiebt sich der Zeitwertquotient. Durch welche Gesetz- 
miBigkeit die beiden Affinitiitskonstanten dabei verkniipft 
bleiben, hingt vom Mechanismus der Fremdkérperwirkung ab. 
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I. Einleitung. 


Der Mechanismus der enzymatischen Rohrzuckerspaltung 
durch das in den iiblichen Kulturhefen enthaltene Invertin ist 
in den letzten Jahren durch bedeutsame Untersuchungen von 
L. Michaelis weitgehend aufgeklirt worden. Die Inversions- 
seschwindigkeiten, die durch eine bestimmte Enzymmenge in 
Rohrzuckerlésungen verschiedener Konzentration bewirkt werden, 
wurden von L. Michaelis und M. L. Menten?) unter der 
Annahme gedeutet, da zwischen Enzym und Substrat ein 
Gleichgewicht bestehe, das durch das Massenwirkungsgesetz 
geregelt wird, und daB die Anfangsgeschwindigkeit des Umsatzes 
der Konzentration der undissoziierten Rohrzucker-Invertinver- 
bindung proportional sei. Die Dissoziationskonstante der 
Saccharase-Saccharoseverbindung wurde bei 25° und einer [H’] 
von 3-10~—° zu 0,016 bestimmt. Aus dem EinfluB von Fructose 
und Glucose auf die Inversionsgeschwindigkeit konnte ferner 
die Affinitit des Enzyms zu den Spaltprodukten ermittelt und 
daraus eine Reaktionsgleichung der enzymatischen Rohrzucker- 
spaltung theoretisch abgeleitet werden, die mit den Ergebnissen 
kinetischer Messungen in bester Ubereinstimmung stand. Die 
von L. Michaelis und H. Davidsohn?) untersuchte Wirkung 
der H’-Ionen auf das Invertin kommt nach L. Michaelis und 
M. Rothstein’) dadurch zustande, daB der Enzymsubstrat- 
komplex eine Siure von der Dissoziationskonstanten 2-107? 
darstellt und daB nur der undissoziierte Anteil derselben in 
irreversibler Weise in Enzym + Glucose + Fructose zerfallt. 
Diese Ansichten lassen sich in folgendem Schema zusammen- 
fassen: 


livertin + Rohrzucker == (Invertin-Rohrzucker) —> Invertin + Glucose + Fructose 


I Al 1 II1 
(Invertin—Rohrzucker)— + H’ 


Ks ist denkbar, daB die H-Wirkung darin besteht, dab 
durch Anderung der Reaktionsfihigkeit von Enzym oder Zucker 





') Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1913). 
*) Biochem. Zs. Bd. 35, S. 386 (1911). 
3) Biochem. Zs. Bd. 110, 8. 217 (1920), 
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das Gleichgewicht I bei verschiedener +) verschieden liegt und 
da8 ein Gleichgewicht Il ttberhaupt nicht existiert. In diesen 
Fall miBte jedoch der Parameter der Aktivitits-p,,-Kurve in 
hohem Mae von der Rohrzuckerkonzentration abhiangen%), 
wihrend er tatsichlich davon unabhangig ist.) Daraus kann 
man schlieBen, daB das Gleichgewicht I, fiir das bisher nur 
Messungen bei optimaler / vorliegen, durch Aciditatsinderungen 
nicht beeinfluBt wird. Im II. Kapitel der vorliegenden Abhand- 
lung wird diese wichtige SchluBfolgerung direkt experimentell 
bestatigt. Der EinfluB8 der Wasserstoffionenkonzentration list 
sich also ebenso wie der Primirvorgang der Reaktion, die Ver- 
einigung des Invertins mit dem Rohrzucker, gesondert experi- 
mentell untersuchen. 

Mit einem Invertinpriparat aus schwedischer Brauereihefe 
(Minutenwert 5,1) haben H. v. Euler und J. Laurin‘) die 
Lage des Gleichgewichts | bei verschiedenen Temperaturen 
gemessen. Der Temperaturkoeffizient der Dissoziationskon- 
stanten betrug nur etwa 1°/, per Grad, ihr Absolutwert bei 
25° 0,026. Der bedeutende Unterschied gegeniiber dem von 
Michaelis mit einer nicht niher charakterisierten Invertin- 
lésung erhaltenen Wert 0,016 ist ungeklart geblieben und 
scheint geeignet, die Ansicht derjenigen Forscher zu stiitzen, 
die auch im Falle des Invertins die Vereinigung von Enzym 
und Substrat als Adsorptionsvorgang auffassen. Denn die 
Oberflache des kolloiden Enzymteilchens wird sich je nach 
Teilchengré8e und Natur der Begleitstoffe, mit denen es assoziiert 
ist, leichter oder schwieriger mit dem Substrat siittigen. Das 
Invertin von Michaelis hatte schon in 0,016 n-Rohrzucker- 
lésung die Halfte seiner aktiven Oberfliche mit dem Disaccharid 
beladen, wihrend dies beim Invertin der schwedischen Brauerei- 
hefen erst in 0,026 n-Lésung der Fall ist. Die Konstanz dieser 


1) h = Wasserstoffionenkonzentration, vgl. L. Michaelis, Die 
Wasserstoffionenkonzentration, II. Aufl. (Springer, Berlin), Teil I, 8. 10 
(1922). 

*) L. Michaelis, Biochem. Zs. Bd, 60, S. 91 (1914). 
8) L. Michaelis u. M, Rothstein, a.a. O. 
*) Diese Zs. Bd. 110, S. 55 (1920). 
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Werte bei wechselnder 4 wire kolloidchemisch dahin zu inter- 
pretieren, daB die Adsorptionsisothermen bei Anderung der 
'eilchengréBe oder bei Umladung des Kolloids affine Adsorp- 
tionskurven im Sinne von W. Mecklenburg?) bleiben. 

Die Annahmen von Michaelis sind bis heute auch an 
anderen Knzymreaktionen einer eingehenderen Priifung nicht 
unterzogen worden. Die entscheidende Frage, ob fir ein 
Knzym tiberhaupt eine konstante Affinitit zu seinem Substrat 
charakteristisch ist und wie weit dies zutrifft, ist unbeantwortet. 

Die Fortschritte der priparativen Methodik, die es er- 
méglichen, Invertin frei von EiweiB, Kohlehydrat und Phosphor, 
iiberhaupt frei von chemisch nachweisbaren Gruppen in mehr 
als 1500 facher Konzentration gegeniiber dem Ausgangsmaterial 
darzustellen*), fordern einen Vergleich der Kigenschaften des 
Knzyms bei wechselndem Reinheitsgrad. 

Im Abschnitt D der III. Mitteilung iiber Invertin suchten 
R. Willstatter, J. Graser und R. Kuhn’) die Grenzen fir 
die Kinfliisse der Begleitstoffe und der Verteilung auf die 
Kigenschaften des Invertins. Es wurde gezeigt, daf im Gegen- 
satz zur Adsorptionsaffinitit, Fallbarkeit, Temperaturempfind- 
lichkeit, zum Verhalten im elektrischen Feld usw. die Wirk- 
samkeit des Knzyms weder qualitativ noch quantitativ durch 
die mit ihm vergesellschafteten Stoffe beeinfluBt wird. Diese 
Konstanz der Invertinwirkung, die sich aus zahllosen Messungen, 
mit denen die priparative Arbeit verfolgt wurde, ergab, fiihrte 
zur Ansicht, daB die Wirkung des Invertins durch seine Masse 
stéichiometrisch gegeben sei. 

Fiir viele Reinigungsoperationen ist jedoch der direkte 
Beweis fiir die Konstanz der Invertinwirkung noch nicht mit 
der nétigen Schirfe erbracht und er ist bei empfindlichen 
Priiparaten von hoher Konzentration kaum mehr méglich. 
Auch muB beriicksichtigt werden, daB die Analysen in Rohr- 


‘') Zs. physikal. Chem. Bd. 83, 5S. 609 (1913). 

*) R. Willstitter u. F. Racke, Liebigs Ann. der Chem. Bd, 425, 
S. 1 (1920/21) u. Bd. 427, S. 111 (1921/22); R. Willstitter, Joh. Graser 
u. R. Kuhn, Diese Zs, Bd. 123, S. 1 (1922). 
*) A. a. O. S. 45. 
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zuckerlésungen von solcher Konzentration ausgefiihrt werden, 
daf das Invertin fast vollstandig an den Zucker gebunden ist, 
so daB erst recht betriichtliche Anderungen der Affinitat einen 
die Fehlergrenzen der Zeitwertbestimmung  iibersteigenden 
Ausschlag geben wiirden. Im zweiten Kapitel der vorliegenden 
Arbeit wird daher die Konstanz der Affinitiit des Invertins 
zum Rohrzucker in zweifacher Hinsicht gepriift: durch Ver- 
gleich von Invertin verschiedenen Reinheitsgrades und durch 
Vergleich des Invertins verschiedener Heferassen. 

Die Dissoziationskonstante der Saccharase-Saccharosever- 
bindung eines Autolysats der Léwenbriuhefe wird mit daraus 
nach verschiedenen Verfahren dargestellten Praparaten vom 
Minutenwert 0,65 und 0,85 verglichen und iibereinstimmend 
= 0,029 bei 30° gefunden. 

Die Erfahrungstatsache von der Konstanz der 
Invertinwirkung bestitigend und zugleich vertiefend 
erweist sich die Affinitat zum Rohrzucker als vdllig 
unabhingig von den wechselnden Adsorptionsaffini- 
titen, der TeilchengréBe und der elektrischen Ladung, 
die dem Enzym als Kolloid zukommen. 

Allein die Differenz zwischen dem von L. Michaelis 
einerseits, von H.v. Kuler und uns andererseits bestimmten 
Wert der Dissoziationskonstanten liBt sich nicht etwa aui 
eine verschiedene Handhabung der Methodik zuriickfiihren. 
Invertinlésungen und -priparate, die aus anderen Hefelieferungen 
der Léwenbrauerei dargestellt waren, ergaben 0,040, Invertin- 
lésungen aus Brennereihefen z. B. 0,016 fiir die Dissoziations- 
konstante der Saccharase-Saccharoseverbindung, also Unter- 
schiede von 250°/, des kleinsten beobachteten Wertes. 

Die Tatsache, daB scheinbar jede Hefe ihr eigenes Invertin 
mit charakteristischer und konstanter Affinitiit besitzt, fihrt 
zu der Frage, ob diese Erscheinung durch eine Verschiedenheit 
chemisch aktiver Gruppen bedingt ist und ob die Mannigfaltig- 
keit der gemessenen Affinititen vielleicht im wechselnden 
Mengenverhiltnis zweier einander nahestehender Invertine ihren 
Grund hat. Unsere Beobachtung, daf ,,arteigene“ und_,,art- 
fremde“ Kochsiafte die Affinitit des Invertins zum Rohrzucker 
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in gewissen Fallen herabzusetzen vermigen, ist aber besser durch 
Bindung des Enzyms an seine Zersetzungsproduktezu deuten. 

Die im zweiten Kapitel mitgeteilten Versuche machen es 
nitig, unsere Vorstellung iiber die Beziehung des Zeitwerts 
einer Enzymreaktion zur Enzymmenge zu revidieren. Fiir 
Invertin von niederer Affinitat (z. B. Léwenbriuinvertin) scheint 
der Menge-Zeitquotient+) ein vollig korrektes Ma8 der Enzym- 
mengen darzustellen, wenn wir die priparative Arbeit vom 
Pilz durch alle Reinigungsoperationen hindurch bis zu den 
besten Praparaten verfolgen. 

Wenn aber Priparaten von hoher Affinitit (2. B. aus 
diinischer Brennereihefe) schon viel verdorbenes Enzym bei- 
semischt ist, so kénnen die Enzymmengen, auf die wir aus 
dem Zeitwert schlieBen, in allerdings geringer Weise gefalscht 
sein. Vom relativen Invertingehalt verschiedener Hefen und 
der aus verschiedenen Hefen gewonnenen Lésungen und Pri- 
parate gibt uns jedoch das Verhiltnis der Zeitwerte ein un- 
richtiges Bild. Die GréBe des Fehlers ist bestimmbar aus 
den Affinitiiten der beiden Invertinwirkungen und der Kon- 
zentration der Rohrzuckerlésung, in der die Zeitwerte ermittelt 
wurden. Das Verhiltnis der Enzymmengen wird in diesem 
Fall durch Vergleich gleicher Bruchteile der maximal még- 
lichen Inversionsgeschwindigkeiten bestimmt. 

Sucht man daher die Frage, wie weit die Hefe oder ver- 
schiedene Pflanzensamen fir die Hydrolyse nahe verwandter 
Stoffe, wie o-Methyl- und «-Athylglucosid, Saccharose und 
Raffinose oder #-Methyl- und f-Phenylglucosid absolut spe- 
aifische Katalysatoren zur Verfiigung stellen, durch Bestimmung 
von Zeitwertquotienten”) zu entscheiden, so muB die Abhangig- 
keit des Zeitwertquotienten von den Kinzelaffinitaten der Enzyme 

1) R. Willstitter u, F. Racke, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 425, 
8. 1 (1920/21) und zwar S. 8. Uber die Ausfiihrung der Zeitwerts- 
bestimmung vgl, ferner R, Willstatter, J.Graseru. R. Kuhn, Diese Zs. 
Bd. 123, S, 1 (1922) und zwar §, 23f. 

4) R. Willstitter u. W. Steibelt, Diese Zs. Bd. 115, S. 199 (1921); 
R. Willstitter u. R. Kuhn, ebenda, Bd. 115, S. 180 (1921); R. Will- 
stitter u. W. Csanyi, ebenda, Bd. 117, S, 172 (1921); R. Willstatter 
u. G. Oppenheimer, ebenda, Bd. 121, S. 188 (1922). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXV. 3 
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zu ihren Substraten und von der Substratkonzentration be. 
riicksichtigt werden. 

Unter der Voraussetzung, daB bei bestimmter A und Tem. 
peratur die Geschwindigkeit einer Enzymreaktion durch Zu. 
sammensetzung und Konzentration der Knzymsubstratver. 
bindung bzw. durch den adsorbierten Betrag des Substrats 
gegeben sei, wurden in der vorangehenden Abhandlung die 
Grundlagen einer allgemeinen Theorie der Enzymspezifitiit 
entwickelt, die es gestattet, durch Messung von Reaktions- 
geschwindigkeiten zwischen absoluter und relativer Spezifitit 
der Enzyme zu entscheiden. 

Fiir den Fall eines Dissoziationsgleichgewichts zwischen 
Enzym und Substrat im Sinne von L. Michaelis wird, wenn 
einem Knzym neben seiner Hauptwirkung noch ein oder mehrere 
Nebenwirkungen zukommen, die Hauptaffinitat zu den Neben- 
affinititen unabhingig vom numerischen Betrag der Einzel- 
gréBe in einem konstanten Verhaltnis stehen, und es wird der 
molare Umsatz der einzelnen Substrate derselben Bedingung 
geniigen, wenn gleiche Bruchteile der maximal méglichen 
Reaktionsgeschwindigkeiten miteinander verglichen werden. 
Kine Verschiedenheit des Zeitwertquotienten bei Konstanz 
mindestens einer Enzymaffinitit spricht dagegen fiir die 
Existenz von zwel unabhangigen, in wechselndem Mengenver- 
haltnis vorkommenden, verschieden bestindigen, absolut spe- 
zifischen Knzymen. 

An Hand dieser Theorie wird im dritten Kapitel die spe- 
zifische Natur von Saccharase und Raffinase an Invertinlésungen 
und -priparaten verschiedener Herkunft und Reinheit gepriitt. 

Die von R. Willstatter und R. Kuhn?) beobachteten 


: . Zeitwert fiir Raffinase 
Schwankungen des Quotienten eee 
die sich beim Vergleich verschiedener Hefen ergaben, 
sind nicht durch ein wechselndes Mengenverhiltnis 
absolut spezifischer Hefenenzyme zu erkliaren. 

Sie sind bedingt durch die wechselnde Affinitit, die dem 


Invertin verschiedener Hefen gegeniiber dem Di- und Tri 


!) A. a. O, 
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saccharid eigen ist. Das Verhiltnis der Dissoziationskonstante 
der Saccharase-Saccharoseverbindung Ks; zur Dissoziationskon- 
stanten der Raffinase-Raffinoseverbindung Kg, ist fiir alle unter- 
suchten Invertine iibereinstimmend 


Ks: ip = 1: 16. 


Kbenso erweist sich das Verhaltnis des molaren Umsatzes 
von Rohrzucker und Raffinose, den eine bestimmte Enzym- 
menge unter optimalen Bedingungen in gleichen Zeiten be- 
wirken kénnte, der fiir unendlich hohe Substratkonzentration 
extrapolierte Zeitwertquotient Q,. als konstant. 


Qoo= 2,0. 


Diese Zahlen liefern zum ersten Male ein Bild von der 
relativen Spezifitit eines Enzyms zu zwei Substraten: Wenn 
wir die Rohrzucker-Invertin- und Raffinose-Invertinverbindung 
in reinem Zustand isolieren kénnten und sie in solcher Kon- 
zentration in Wasser von 30° lésten, daB die Konzentration 
der undissoziierten Knzymsubstratverbindungen je 1 Mol pro 
Liter betriige, so wire neben dem Trisaccharid 4 mal mehr 
freies Invertin in Lésung als neben dem Disaccharid. Fiir 
jedes in Melibiose + Fructose zerfallende Raffinosemolekiil 
wirden dann in der gleichen Zeit 2 Rohrzuckermolekiile in 
Glucose + Fructose gespalten. 

Das Ergebnis der vorliegenden Untersuchung — die Identitat 
von Saccharase und Raffinase — scheint bedeutungsvoll: 


1. Fir die Beurteilung der nach den Adsorptionsmethoden 
gewonnenen Knzympriparate, die sich chemisch einheitlicher 
darbieten, als es bisher angenommen wurde.) 


2. In teleologischer Hinsicht, indem auch in anderen 
Fallen ein nicht tibermaBig reicher Schatz von Katalysatoren 
der Natur den Umsatz selten vorkommender und kinstlich 
dargestellter Stoffe erméglichen diirfte. 





') R. Willstatter u. F. Racke, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 427, 
S. 111 (1921/22) und zwar S. 117. 


3* 
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II. Die Affinitit des Hefeninvertins zum Rohrzucker. 


1. Ausfiihrung und Berechnung der Versuche. 


Nach dem Vorgang von L. Michaelis haben wir die 
durch gleiche Enzymmengen bei wechselnder Rohrzucker- 
konzentration bewirkten Inversionsgeschwindigkeiten gemessen 
und als MaB fiir die Konzentration der Saccharase-Saccharose. 
verbindung betrachtet. Die Enzymmengen wurden so bemessen, 
daB z. B. in 0,1 n-Lésung nach 3/, Stunde 3—-10°/, des vor- 
handenen Zuckers in Glucose und Fructose gespalten waren. 
Bei dem groBen Uberschu8, in dem der Rohrzucker neben dem 
Enzym vorhanden ist, kénnen die Resultate nicht von der fiir 
eine Versuchsreihe angewandten Enzymkonzentration abhingen. 
Im Bereich 1:3 haben H.v. Euler und J. Laurin}) die Un- 
abhingigkeit der Affinitatskonstante von der Enzymkonzentration 
geprift und bestitigt gefunden. Im Gebiete von p,, 3,3—5,5 
sind nach denselben Autoren auch Anderungen der Aciditiit 
ohne EinfluB auf das Resultat (vgl. auch Abschnitt 4 dieses 
Kapitels). Die Inversionstemperatur von 30° war wahrend jeder 
Versuchsreihe auf + 0,03° konstant. Als Puffer wurden je 
2cem 20°/,ige NaH,PO,-Lésung auf 100 ccm Zuckerlésung 
angewandt, von der 4mal 20ccm entnommen und in 5 ccm 
2n-Sodalésung eingetragen wurden, die erste Probe nach 1,5, 
die letzte nach etwa 50 Minuten. Der Verlauf der Hydrolyse 
wurde nach Ausgleich der Temperatur und vollendeter Muta- 
rotation der Glucose (80—80 Minuten nach der Stoppung) 
durch Polarisation in weitlumigen 2 dm-Réhren in einem Halb- 
schattenapparat der Firma Schmidt & Haensch mit drei- 
teiligem Gesichtsfeld bestimmt. Bei sorgfaltigem Aufschrauben 
der Deckglischen war es mdéglich, aus dem Mittel von 6 bis 
10 Ablesungen «,-Differenzen von 0,003° zu schitzen, mit 
einem miglichen Fehler von + 0,005° Die maximale Ten- 
peraturschwankung wihrend der vier zu einem Versuch gehorigen 
Polarisationen war <0,5°% Die fir die Zeit ¢=0O extra- 
polierte Anfangsdrehung a@, liegt den Angaben iiber die Nor- 





1) Diese Zs. Bd. 110, S. 55 (1920). 
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malitit der Saccharoselésung, die im allgemeinen zwischen 
0,1 und 0,01, in einigen Fallen zwischen 0,005 und 0,2 variiert 
wurde, zugrunde. 

Die Normalitét wurde unter Benutzung der Beziehung 
nid, =0,1387:5,05 berechnet. Der Unterschied zwischen «, 
und dem ersten direkt beobachteten Drehungswinkel lag fiir 
die konzentriertesten Lésungen zwischen 0,02 und 0,03°. Um 
das relative MaB der Anfangsgeschwindigkeiten zu ermitteln, 
zogen wir — gleichfalls dem Vorschlag von Michaelis folgend — 
zwischen den auf Millimeterpapier (5 Minuten = 0,10° Drehungs- 
abnahme = 10 mm) eingezeichneten Beobachtungspunkten mit 
freier Hand eine Kurve, die méglichst die fir den zeitlichen 
Verlauf der Rohrzuckerspaltung charakteristische Gestalt hat 
und in bezug auf welche die einzelnen Punkte méglichst 
symmetrisch liegen. Dieses Verfahren scheint uns namentlich 
bei niederen Zuckerkonzentrationen richtiger als die durch 
Kombination von je 2 Messungen mégliche Berechnung des 
Mittelwertes fiir die Drehungsiinderung pro Minute. 

Da alle SchluBfolgerungen in hohem MaBe von der Ge- 
nauigkeit und GleichmaBigkeit der Ausfiihrung abhingen, teilen 
wir die Kurven am Ende der Abhandlung mit. Die auf diese 
Weise fiir 10 oder 15 Minuten interpolierten, auf 0,005° ge- 
schatzten Drehungsabnahmen stellen das relative Verhiltnis 
der Anfangsgeschwindigkeiten dar. Die Dissoziationsrestkurven 
ermitteln wir daraus mit Riicksicht auf die Verhiltnisse bei 
der Raffinasewirkung (vgl. das folgende Kapitel, 1. Abschnitt), 
um spiter nur gleichartig gewonnene Zahlen zu vergleichen, 
rechnerisch durch Probieren, welcher Parameter die Nei- 
gung der Kurve am besten wiedergibt. Da schon geringfiigige 
Aktivitiitsinderungen der Enzymlésung wahrend einer Versuchs- 
relhe sich stark geltend machen kénnen, wurde insbesondere 
bei den verdiinnten Lisungen hochaktiver Praparate darauf 
geachtet, daB die an 2 Tagen ausgefiihrten Bestimmungen 
sich nicht auf anschlieBende, sondern auf weit ineinander- 
greifende Zuckerkonzentrationen bezogen. ‘Trotzdem betragt 
er mégliche Fehler von Ky, je nach der GréBe der Drehungs- 
abnahmen + 20—30°/,. Der wahrscheinliche Fehler eines 
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aus 5—8 Versuchen ermittelten K,-Wertes dirfte + 5°/, be. 
tragen und + 10°/, nicht iibersteigen. 


2. Das Enzymmaterial. 


Um die Affinitaten des Invertins verschiedener Herkunft 
und verschiedenen Reinheitsgrades zum Rohrzucker zu ver- 
gleichen, wurden folgende Invertinlésungen und -priparate in 
den Bereich der Untersuchung gezogen: 

a) Ein nach dem Verfahren von R. Willstitter und 
F. Racke!) aus Léwenbriuhefe bei saurer Reaktion gewonnenes 
Autolysat. Zeitwert. bezogen aufTrockengewicht 180, 3+/, Monate 
alt, mit 10°/, Kaolin geklart. 

b) Eine aus diesem Autolysat nach der Kaolinmethode 
von R. Willstatter und W. Wassermann?’) dargestellte hefe- 
gummifreie Invertinlésung vom Zeitwert 0,85 Min. 

c) Das in der III. Mitteilung iiber Invertin beschriebene 
Praparat n,.°) Zeitwert = 0,64 Min. P-Gehalt = 0,006 °/,. 

d) Das ebenfalls durch Bleifallung isolierte Priparat 4 
derselben Abhandlung‘) (Zeitwert = 0,26). 

e) Das durch monomolekulare Kinetik ausgezeichnete 
Praparat 7 vom giinstigsten bisher beobachteten Zeitwert 0,20 
(in frischem Zustand).5) Minutenwert zur Zeit des Versuches 
= 0,37, noch melibiasehaltig.®) 

f) Danisches Invertin. Eine als ,,Fineste Pressegaer“ be- 
zeichnete Brennereihefe der Dansk Gaer-Central in Kopenhagen, 
die wir der giitigen Vermittlung des Herrn Prof. Dr. Alfred 
Jérgensen verdanken (November 1921), wurde, mit Wasser 
im Verhiltnis 1:2 verdiinnt, 5 Tage der Autolyse bei neutraler 
Reaktion’) iiberlassen. Der vor Abtrennung der Heferiickstiinde 





') Ann. d. Ch. Bd. 425, S. 1 (1920/21) und zwar S. 27ff. 

*) IV. Mitteilung iiber Invertin, Diese Zs. Bd. 123, S. 181 (1922). 

5) Diese Zs. Bd. 123, S. 1 (1922) und zwar Tab. VII, S. 33. 

*) ebenda Tab. VI, S. 27. 

°*) ebenda Tab. VIII, S. 37. 

6) Vel. R. Willstiitter und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 115, 5. 150 
(1921) und zwar S. 188. 

7) unter Zusatz von Ammonphosphat, R. Willstitter und R. Racke, 
Ann. Bd. 425, S. 1 (1920/21) und zwar S. 30ff. 
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mit Essigsiiure angesiuerte Auszug, der besonders reichliche 
Mengen von Aminosduren auskrystallisieren lie’, wurde nach 
6 Monaten mit 10°/, eines elektroosmotisch gereinigten Kaolins 
geklirt. Er erwies sich als frei von Melibiase. 

v) Kin vollig eiweiBfreies Invertinpriparat aus amerika- 
nischer Brauereihefe, das Herr L. Wallerstein in New York 
dargestellt und in freundlichster Weise zur Verfiigung gestellt 
hatte. Bei einem Saccharasezeitwert von 6,3 Minuten ver- 
mochte es auch noch Melibiose mit groBer Leichtigkeit zu spalten. 

h) Invertin der Rasse II und 

i) Invertin der Rasse XII. Die beiden Brennereihefen 
trafen am 3. VI. 1922 vom Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin-N., 
SeestraBe 13, in Miinchen ein. Die kaolingeklarten Autolysate 
(1 Teil Hefe + 2 Teile Wasser + Toluol, 6 bzw. 7 Tage) ver- 
mochten Melibiose nicht zu spalten. 


3. Unabhangigkeit der Affinitat vom Reinheitsgrad. 


Das eben beschriebene <Autolysat a2 der Loéwenbriuhefe 
weist die nimliche Abhingigkeit der Saccharasewirkung von 
der Rohrzuckerkonzentration auf wie das aus ihm gewonnene 
Priparat 4 von mehr als 200 mal héherem Reinheitsgrad. Wie 
aus ‘Tabelle 1 und 2 hervorgeht, lassen sich beide Kurven am 
besten durch den Parameter KX; = 0,029 darstellen, also durch 
denselben Wert, den H. v. Euler und J. Laurin bei der 
eleichen Temperatur ermittelt haben. Die erste Spalte der 
folgenden Tabellen enthalt neben der extrapolierten Anfangs- 
drehung «, die daraus fiir Versuchsbeginn berechnete Zucker- 
konzentration [S| in Mol pro Liter. Die in den zugehérigen 
Kiguren 1a und 2a durch Pfeile hervorgehobenen Zeiten, auf 
die sich die Angabe der relativen Anfangsgeschwindigkeiten 
bezieht, sind am Kopfe der sechsten Spalte in Klammern bei- 
gefiigt. In der 7. und 8. Spalte sind die auf die im 1. Ab- 
schnitt beschriebene Weise berechneten und gefundenen, mit 
100 multiplizierten Werte des Dissoziationsrestes 9 enthalten. 
Vorzeichen und GréBe der Differenz 4 zwischen den theore- 
tischen und beobachteten Werten ist aus der letzten Kolumne 
zu ersehen. 
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Tabelle 1. 


Extrakt aus Liwenbrauhefe. 
Invertin a des Abschnitts 2; 1:10 verdiinnt. 


Inversionstemperatur: 30,00 + 0,03°, Polarisation bei 21— 22°. 





K, = 0,029. 
ett |Drekeng| ange | ee | 108 
; - : ‘ g 
% [5] |-log [5] (Min) “0 shane Quai. 4 gure 4 
(°) (15 Min.) | ber. | gef. 
4,98 | 0,86 | 15,5 | 4,745 0,235 22 82,5 | 81,5 |— 1.0 
(0,137) 26,5 | 4,59 0,39 | 
87,5 | 4,445 0,585 
3,62 1,00 | 15,8] 3,40 0,22 20,5 | 77,5 | 76,5 4+ 1.0 
(0,0995) 27,0 | 3,24 0,38 | 
39,5 | 8,085 0,535 | 
2,46 1,17 | 14,0] 2,285 0,175 19 70 | 70,5 |-+ 0,5 
(0,0676) 27,5 | 2,105 0,355 
41,5] 1,96 0,50 | 
0,955 | 1,58 | 15,0] 0,84 0,115 12,5 | 47,5 | 46,5 |— 19 
(0,0262) 26,0 | 0,73 0,225 | 
39,8 | 0,62 0,835 | 
0,493 | 1,87 | 16,8] 0,395 0,10 9 82 | 33 1+ 1,0 
(0,0136) 32,7 | 0,305 0,19 | 
0,368 | 2,00 | 15,2] 0,30 0,068 7 26 | 26 {4 0,0 
(0,010) 29,7 | 0,245 0,128 | 
46,4 | 0,198 0,17 | 
0,289 | 210 | 17,8] 0,230 0,06 6 22 122 {+ 0,0 
(0,0079) 31,8 | 0,180 0,11 | 
40,8} 0,15 0,14 























Dem durch einmalige Adsorption mit Kaolin aus stark ver- 
dinnter Lésung und Elution mit Ammoniak isolierten Priparat 
steht das im vorigen Abschnitt unter c) angefihrte Invertin 
gegeniiber, das den ahnlichen Reinheitsgrad erst nach 4 Blei- 
fallungen und einer Tonerdebehandlung erreicht hatte, jedoch 
im Gegensatz zu ersterem nicht nur von Kohlehydrat, sondern 
auch von Kiwei8 und Phosphor frei war.') Trotzdem wird die 


1) III. Mitteilung iiber Invertin, Diese Zs. Bd. 123, S. 1 (1922) und 
zwar 8. 38. 
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Invertin vom Zeitwert 0,85 (6 des Abschnitts 2). 


Tabelle 2. 


Saccharase- und Raffinasewirkung des Invertins. 


Je 2 ccm der 50fach verdiinnten Lisung. 


Inversionstemperatur: 29,92 + 0,02°, Polarisation bei 20°. 











K , = 0,029. 
Dreh- | Relative 100 0 
, ,| Zeit | Drehung] ungs- Anf.- . 
“[S] |-log [5] (Min.) (°) abnahme | Geschw. wane ns 
(°) (15 Min.) | ber. | gef. 

5,36 | 0,83 | 105] 5,21 0,15 21,5 1835/88 I-05 
(0,147) 26,8 | 4,985 0,375 

44,5 | 4,75 0,61 
4,95 | 0,87 | 14,5] 4,74 0,21 21,5 1825/88 |+0,5 
(0,136) 28,0 | 4,55 0,40 
3,553 1,01 15,0 3,353 0,20 20 77 717 {+ 0,0 
(0,0976) 34,7 3,12 0,433 
248 | 1,17 | 15,0] 2,30 0,18 18 70 | 69,5 |— 0,5 
0,0681) 30,8 | 2,105 0,375 
1,415 | 1,41 | 17,0] 1,245 0,17 15 57,5 | 58 |+ 0,5 
(0,0389) 28,2 1,135 0,28 

45,1 0,995 0,42 | 
0,982 | 1,57 | 13,5 | 0,860 0,122 12,5 | 48,5 | 48,5 ]+ 0,0 
(0,027) 27,6 | 0,755 0,227 

39,5 | 0,685 0,297 
0,735 | 1,69 | 15,9] 0,625 0,110 10,5 141 | 405/—0,5 
(0,0202) 30,4 | 0,515 0,22 

49,0 | 0,415 0,32 
0,357 | 2,01 | 13,1] 0,305 0,052 6 25,5 | 28 |— 2,5 
(0,0098) 33,3 | 0,24 0,117 























Abhingigkeit seiner Saccharasewirkung vom log der reziproken 
Saccharosekonzentration am besten durch denselben logarith- 
mischen Parameter 1,54 wiedergegeben (Fig. 3 b). 

Im folgenden Kapitel (Abschnitt 4) wird gezeigt, daB sich 
die Unabhingigkeit der Aktivitats-[§]-Kurve vom Reinheitsgrad 
noch fiir viele andere Invertinlésungen aus Léwenbriuhefe 
auf indirektem Wege beweisen laBt. Die im Hefeauszug ent- 
haltenen Begleiter des Invertins kénnen demnach nicht — 


soweit es sich um Stoffe aus der Klasse der Proteine, um 
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Tabelle 3. 
Saccharasewirkung des Priparates c. 
Puffer: n/50-Standardacetat, py = 4,63. 


Inversion bei 30,00 + 0,03°, Polarisation bei 19,5—21°. 
Ky = 0,029. 








a Dreh- | Relative 100 0 
a, [S] | -log [5] Zeit Drehung ungs- Anf- | 0 * P 
(Min.) (°) abnahme | Geschw. 
() (8 Min.) | ber. | gef. 
7,255 | 0,70 | 14,0] 6,72 0,535 30 87 | 87 |+ 0.0 
(0,199) 22,1 | 6,45 0,805 | 
3,595 | 1,00 | 10,0] 3,25 0,345 27,5 1 77,5 | 79,5 |+ 2,0 
(0,099) 18,0] 2,99 0,605 
1,41 1,41 | 15,0] 1,045 0,365 20 BT) 58 + 10 
(0.0388) 22,0} 0,90 0,51 | 
30,5 | 0,73 0,68 | 
0,685 | 1,72 | 15,1 | 0,45 0,235 13,5 439,5 | 39,5 |+ 0,0 
(0,0189) 23,5] 0,34 0,345 | 
32,0 | 0,225 0,46 | 
0290 | 2,10 | 14,2] 0,16 0,13 7,5 | 21,5 | 21,5 J+ 0,0 
(0,0080) 25,2 | 0,09 0,20 | 
38,1 | 0,00 0,29 























Phosphorverbindungen und hohere Kohlehydrate handelt - 
durch Bindung der aktiven Gruppen des Enzyms seine Wirk- 
samkeit beeinflussen. Und doch ist das Invertin aufs innigste 
assoziiert mit all diesen Kérpern, von denen sein wechselndes 
Verhalten gegen Adsorptionsmittel, seine elektrische Ladung, 
seine Stabilitét und vieles andere bestimmt wird. 

Wenn das Enzym aus einem kolloiden Komplex besteht. 
dessen reaktionsfaihige Gruppen rein chemisch wirken, so kanu 
mit den im natiirlichen Milieu vorkommenden Begleitstoften 
nur der kolloide Komplex selbst verankert sein. 

Man konnte einwenden, daB die von R. Willstatter und 
W. Wassermann!) neuerdings gemachten Beobachtungen iiber 
die Leichtigkeit, mit der die Komplexe, die das Invertin mit 
den natiirlichen Begleitern bildet, durch bloBes Verdiinnen der 


1) Diese Zs. Bd. 123, S. 181 (1922). 
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Enzymlosungen gelockert werden, es wohl méglich erscheinen 
lassen, daB auch die aktiven Gruppen der Saccharase mit den 
Verunreinigungen zusammentreten, daB diese Bindung aber 
unter den Bedingungen, unter denen die Aktivitit des Enzyms 
gemessen wird, zerfallt, und daB sich die niedere Affinitat dieser 
Kérper neben der des Rohrzuckers nicht Geltung verschaffen 
kann. Wir sind aber imstande, Invertinkomplexe’) darzustellen 
(z. B. mit Kisenoxydhydrat, besser mit Aluminiumhydroxyd oder 
Kohle), die bei der EKinwirkung des Rohrzuckers nicht im ge- 
ringsten zerlegt werden. Da auch hier das Enzym seine Wirk- 
samkeit quantitativ behalt, werden wir zu der Anschauung ge- 
fihbrt, daB die in der Wirkungssphiare des kolloiden 
Tragers sich abspielenden Vorginge durch raiumliche 
Trennung fiir die wirksamen Gruppen des Enzyms un- 
bemerkt bleiben. 

Darum kann die Wirksamkeit des Invertins von den 
Kolloideigenschaften des Gesamtteilchens, an dem die Rohr- 
zuckerhydrolyse vor sich geht, nicht beeinfluBt werden. ,Das 
System von Kolloiden bestimmt nicht, wie das Invertin wirkt, 
sondern hat Einflu8 darauf, ob es wirksam bleibt.“*) Der kolloide 
Triiger ist die Stelle, an der die Begleiter verankert sind, hier 
geht das allgemeine Spiel der Oberflaichenkrafte vor sich, ab- 
geschirmt von der Stelle, wo die spezifischen Krafte des Kata- 
ysators sich betatigen. Hierher gelangt der Rohrzucker, seine 
Spaltungsprodukte und einige andere Zuckerarten, hierher ge- 
langen die Gifte. Ob da bestimmte chemische Gruppen oder spezi- 
fische Oberflachenkrafte ihren Sitz haben? Die Unabhiangigkeit 
der Invertinwirkung vom Kolloidzustand der Teilchen, die Kon- 
stanz der Affinitiit zum Rohrzucker vermag dariiber nicht zu ent- 
scheiden. Aber die Spezifitit der Enzymwirkungen ist besser 


1) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 157, S. 251 (1914) und zwar 
S. 271; L. Michaelis, Biochem Zs. Bd. 115, 8. 268 (1921), mitbearbeitet 
von T. Rothstein; J.M. Nelson und D. J. Hitchcock, Journ. Am. 
Chem. Soe. Bd. 48, S. 1956 (1921); R. Willstaitter und R. Kuhn, 
Diese Zs. Bd. 116, S. 53 (1921). 

*) R. Willstitter, J.Graser und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, 
S. 1 (1922) und zwar S. 56. 
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mit Hilfe charakteristischer reaktionsfahiger Gruppen zu yer- 
stehen und jeder der folgenden Versuche zeigt, daB diese 
Wirkungen beim Invertin vom Massenwirkungsgesetz geregelt 
werden. 

Die Adsorptionsisotherme ist am anderen, weniger inter- 
essanten Pol des Teilchens Herrscherin und es mag ihr Macht- 
bereich bei vielen Enzymen auch fir die Konzentrations- 
verhiltnisse an den aktiven Gruppen entscheidend sein. 


4. Unabhangigkeit von der Wasserstoffzahl. 


Die Aktivitats-p,-Kurven der Enzyme sind von L. Mi- 
chaelis unter der Annahme gedeutet worden, daB die Enzyme 
Elekrolyte sind und daB die Wirksamkeit entweder den 
Kationen, Anionen oder den undissozierten Fermentmolekiilen 
zukommt. Um welche dieser Molekiilgattungen es sich in 
jedem einzelnen Fall handelt und ob es méglich ist, dies durch 
Uberfithrungsversuche im elektrischen Feld festzustellen?), soll 
an dieser Stelle nicht besprochen werden. 

Das Wesentliche der Theorie ist, daB die Wasserstoffionen 
das Dissoziationsgleichgewicht des Elektrolyten und damit die 
Konzentration der reaktionsfihigen Enzymmolekiile dndern. 
Demgegeniiber hat H. v. Euler wiederholt?) darauf hingewiesen, 
daB die Aktivitits-p,,-Kurven auch durch Anderung der 
Reaktionsfahigkeit des Substrates erklirt werden kénnen und 
daB Salzbildung, sowie intramolekulare Umlagerung in vielen 
Fallen in Betracht gezogen werden muB. 

Wie jedoch schon in der Kinleitung bemerkt wurde, haben 
vor 2 Jahren L. Michaelis und M. Rothstein den Nachweis 
erbracht, daB die Abhingigkeit der Invertinwirkung vom p,, 
unabhangig ist von der Rohrzuckerkonzentration, bei der die 
Versuche ausgefiihrt werden, und sie zogen daraus den Schlub, 
daB nicht der wirksame Bruchteil des vorhandenen Fermentes. 





') ILL. Mitteilung iiber Invertin, S. 73ff. 

*) Chemie der Enzyme, 2. Aufl., I. Teil (Verlag J. F. Bergmann) 
S. 34; Vortrag a. d. Nord. Chemiker-Vers. am 2. Sept. 1920; Svensk 
Kemisk Tidskrift Bd. 38, S. 37 und zwar S. 39 (1921). 
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sondern derjenige der Invertin-Rohrzuckerverbindung geandert 
wird und sie haben die Elektrolytnatur dieser Verbindung zu- 
geschrieben. 


Unseres Erachtens geht aus den von Michaelis und 
Rothstein beschriebenen Versuchen allgemein hervor, da das 
Wesen der h-Wirkung nicht in einer Anderung des Gleich- 
gewichts zwischen Enzym und Zucker gesucht werden kann, 
daB demnach auch die Konzentration der reaktionsfaihigen 
Molekiile des Rohrzuckers zur analytisch bestimmbaren Gesamt- 
konzentration unabhingig von der Wasserstoffizahl in einem 
konstanten Verhialtnis stehen muB. 


Wenn H. v. Euler’) mit Bezug auf das Invertin sagt: 
,Wir brauchen nur z. B. annehmen, daB die eine Komponente 
eine innere Umlagerung erfaihrt und daB die Form, welche sich 
mit der anderen Komponente verbindet, ihre maximale Kon- 
zentration bei der Aciditat p, = 4—5 besitzt“ und wenn er 
geltend macht’), ,da8 sich die eingangs erwihnte Geschwindig- 
keits-p,,Kurve berechnen l48t unter der Annahme, daB der 
Rohrzucker als Base, die Saccharase als Saure fungiert“, so 
mége folgende Uberlegung gestattet sein: 


Wir vergleichen unter Hinweis auf die in der I. Mitteilung 
iiber Spezititat der Enzyme eingefiihrte Bezeichnungsweise die 
Saccharasewirkungen bei p, = 4,7 und bei 6,7, wo durch die- 
selbe Enzymmenge in der gleichen Zeit nur halb soviel Rohr- 
zuckermolekiile gespalten werden, unter der Voraussetzung, daB 
die Inversionsgeschwindigkeit der Konzentration der Invertin- 
Rohrzuckerverbindung proportional ist und berechnen, welcher 
Bruchteil z der Rohrzuckermolekiile bei der [H*] = 2-107? 
wirksam ist. Es folgt 


z-[S} _ 1 [S] 


a[S}+K, 2 [S]+K,’ 





und da nach Michaelis und Rothstein der Faktor } 


1) a. a. O. 
%) H. v. Euler u. K. Myrback, Diese Zs. Bd. 120, S. 61 (1922) 
und awar S, 62. 
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von [S| unabhangig ist, so ergibt sich, daB der wirksanie 
Bruchteil 
Kg 
2K, + [S| 
von der Zuckerkonzentration selbst abhingen miiBte. 

Kine ganz analoge Folgerung ergibt sich fiir den Bruchteil 
der wirksamen Fermentmolekiile, wenn man die Wirkung der 
Wasserstoffionen durch sie erkliren will. Die Folgerungen 
sind unabhiangig davon, ob die Anwendung des Massenwirkungs- 
gesetzes berechtigt ist oder nicht. Nur der experimentell be- 
stimmte Verlauf der Aktivitits-p,-Kurve und die Abhingigkeit 
der Inversionsgeschwindigkeiten von der Zuckerkonzentratiou 
kommt in Betracht. Die Differenz zwischen Experiment und 
Theorie ist fast um eine Zehnerpotenz gréBer als die Versuchs- 
fehler. 

Willkiirlich und — wie jetzt gezeigt werden soll — un- 
haltbar scheint aber die Grundannahme, die sowohl L. Michaelis 
als auch H. v. Euler machen, dab durch die h Gleichgewichte 
verschoben werden und daB dabei die Reaktionsgeschwindigkeit 
der Konzentration der undissoziierten Invertin-Rohrzuckerver- 
bindung proportional bleibt. 

Wir betrachten dazu das in der Einleitung wiedergegebene 
Schema und bezeichnen die Dissoziationsprodukte, die auf der 
unteren Seite des Gleichgewichtes I] stehen, mit ¢ und H*. 

Dann gilt nach Michaelis 


ei 2 ge, ge 
Co Co 

Der Zahlenwert von Kgs sei 0,03, die Wasserstoffionen- 
konzentration betrage 2-10—", so daB o =a ist. Nun tragen 
wir die gleiche Enzymmenge 5} einmal in 0,03 n-, das andere 
Mal in 0,21 n-Rohrzuckerlésung ein. 

In der 0,03 n-Lésung muB neben dem freien Enzym 
(>) — o — 6) gleichviel undissoziierte zerfallende Saccharase- 
Saccharoseverbindung und neben der letzteren wieder gleichviel 
6 vorhanden sein. Wir miissen 1/, der bei der gewahlten 
Temperatur maximal méglichen Reaktionsgeschwindigkeit er- 
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halten. In der 0,21 n-Lisung mu8 neben dem freien Enzym 
7mal mehr o und auch 7 mal mehr ¢ enthalten sein. Die An- 
fangsgeschwindigkeit, die wir messen, betragt 1/,, = 46,7°/, 
derjenigen, die wir bei optimaler h und Substratkonzentration 
erzielen kénnen. 

Wir wiederholen den Versuch bei p,, = 4,7 und finden 
in der 0,03 n-Lésung 50°/,, in 0,21 n-Liésung 87,5°/, der fiir 
unendlich groBe Substratkonzentration extrapolierten Anfangs- 
veschwindigkeit. Beim Ubergang von der 0,03 n- zur 0,21 n- 
Rohrzuckerlésung mitBte demnach der molare Umsatz bei 
Dy = 4,7 auf das ‘/,fache, bei p, = 6,7 dagegen nur auf 
das ‘/, fache steigen, also um 75 bzw. 40°/,. Die Affinitits- 
konstante wiire in der Nihe des Neutralpunktes doppelt so 


Tabelle 4. 
Invertin d, Zeitwert = 0,26. 


Inversion bei 29,97 -- 0,03°, Polarisation bei 22°. py = 4,4—4,6. 











Ky = 0,040. 
—Dreh- | Relative} jo), | 
8} | log [5] Zeit | Drehung]| ungs- Anf.- e 3 
“olS} |-loglS}] Min} (°) | abnahme | Geschw. |] 
(°) (10 Min.) ber. get. 
5,028 | 0,86 | 120 | 4,74 0,288 23 17,5| 77 |—0,5 
(0,138) 26,5 | 4,43 0,598 
47,5 | 3,995 1,03 
2.54 1,16 | 14,1 | 2,285 0,255 19 63,5 | 63,5 |+ 0,0 
0,070) 29,5 | 1,97 0,57 | 
43,2 | 1,76 0,78 
2,042 | 1,26 | 14,6 | 1,795 0,247 17,5 | 58,5 58,5 [+ 0,0 
(0,056) 34,3 | 1,44 0,602 | 
52,1 | 1,195 0,847 | 
: 0,98 1,57 | 13,0 | 0,835 0,145 11,5 | 40,5 | 38,5 |— 2,0 
(0,027) 33,7 | 0,63 0,35 | 
54,2 | 0,455 0,525 
| 0,51 1,85 | 16,5 | 0,385 0,125 . 26 | 27 |+1,0 
(0,014) 31,8 | 0,295 0,215 | 
| 54,0 | 0,185 0,325 | 
0,345 | 2,02 | 14,7 | 0,260 0,085 6 19 | 20 |+ 1,0 
| (0,0095) | 
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Tabelle 5. 
Invertin d, 2"/, mal soviel Enzym wie in Tab. 4. 
Puffer: m/75 Standardphosphat. 
Inversion bei 30,02 + 0,02°, Polarisation bei 28°. pj; = 6,79. 
K = 0,040. 
| pe ‘Dreh- | Relative 100 9 
Zeit | Drehung| ungs- Anf.- 
ao [5] | -log lS] (Min.) (°) abnahme | Geschw. | 4 
(°) (10 Min.) | ber. | gef. 
4,89 0,87 | 26,3 | 4,41 0,48 18 17 | 80 |+30 
(0,134) 40,5 | 4,15 0,74 
55,0 | 3,95 0,94 
2,40 1,18 | 17,0 | 2,17 0,28 14 62 | 62 |+00 
(0,066) 34,0 1,95 0,45 
49,7 1,75 0,65 | 
1,51 1,38 | 17,8 | 1,31 0,20 11,5 |51 | 51 1400 
(0,0415) 35,1 | 1,12 0,39 
50,0 | 0,975 0,535 | 
0,917 | 1,60 | 160 | 0,78 0,137 9 39 | 40 [+ 1,0 
(0,0252) 33,8 | 0,64 0,277 | 
! 48,7 | 0,55 0,367 
0,465 | 1,89 | 14,8 |] 0,38 0,085 55 #124 | 24 [4 00 
(0,0128) 30,5 | 0,31 0,155 | 
46,0 | 0,215 0,25 | 
0,267 | 2,13 | 18,7] 0,185 0,072 3,5 | 15,5 | 15,5 [+ 0,0 
(0,0073) 32,8 | 0,15 0,117 | 
48,5 | 0,100 0,167 























gro8 als bei optimaler Wasserstoffzahl, die Aktivitits-log[S)- 
Kurve wire um 0,3 Abszisseneinheiten nach links verschoben. 

Die in Tab. 4 und 5 mitgeteilten Versuche widersprechen 
dieser Folgerung der Theorie von Michaelis und Rothstein. 
Mit einem der reinsten Invertinpraparate (d des Abschnitts 2) 
haben wir die Abhiangigkeit der Saccharasewirkung von der 
Rohrzuckerkonzentration bei p, = 4,4 und 6,79 gemessen. 

Unabhingig von der Aciditit finden wir in genauer Uber- 
einstimmung jedesmal in 0,040 n-Saccharoselésung 50°/, der 
maximal méglichen Inversionsgeschwindigkeit. 

Ohne Hilfshypothese iiber Natur und Koexistenz der Gleich- 
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gewichte muB8 aber auch die Aktivitits-p,-Kurve bei Wechsel 
der Rohrzuckerkonzentration ihre Lage indern. 


Die eben angestellten Uberlegungen fordern, daB in 0,03 n- 
Lésung bei einer [H'] = 2-10~7 66,7°/,, in 0,21 n-Lésung da- 
gegen 53,4°/,, der bei derselben [S] und bei p, = 4,7 er- 
reichbaren Umsatzgeschwindigkeit meBbar sind, wenn. wir den 
Parameter der Aktivitatskurve als Dissoziationskonstante der 
Saccharase-Saccharosesiure deuten. Das ist jedoch nicht 
der Fall. 


Die Theorie der elektrolytischen Dissoziation der Fermente 
vermag auch in ihrer durch Michaelis und Rothstein 
modifizierten Fassung den Tatsachen der Invertinwirkung nicht 
gerecht zu werden. Indem wir das Wesentliche der Vor- 
stellungen von L. Michaelis und von H. v. Euler tibernehmen 
und miteinander vereinen, kénnten wir durch gleichzeitige 
Anderung von Gleichgewicht und Reaktionsfihigkeit die Be- 
obachtungen verstehen. Aber wir glauben nicht, dab man das 
einfache Bild, das die Versuche liefern, durch zufallige Kom- 
pensation in einem verwickelten Mechanismus erkliren soll. 


Wir schlieBen: Das Gleichgewicht zwischen Enzym 
und Zucker ist unabhingig von der Wasserstoffzahl. 
Die Wasserstoffionen bestimmen die Zerfallsgeschwin- 
digkeit des Saccharase-Saccharosekomplexes. 


5. Das Invertin verschiedener Hefen. 


Ks ist auffallend, daB die lediglich aus verschiedenen 
Hefelieferungen der Léwenbrauerei dargestellten Invertin- 
lésungen, mit denen in den zwei letzten Abschnitten die Ver- 
suche tiber Invarianz der Aktivititskurve bei Anderung des 
Reinheitsgrades und der / ausgefiihrt wurden, nicht unerheblich 
differierende Werte fir Kg geliefert haben, namlich 0,029 und 
0,040. Den letzteren Wert finden wir an dem aus Neutral- 
autolysat gewonnenen Priparat e (7 der III. Mitteilung iiber In- 
vertin) bestatigt. Der logarithmische Parameter — 1,40 (Fig. 6b) 
entspricht der niedersten bisher an Hefesaccharase gemessenen 
Affinititskonstante zum Rohrzucker, namlich 25. 
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50 Richard Kuhn, 
Tabelle 6. 
Invertin e, Zeitwert = 0,37. 
Inversion bei 30,03 + 0,02°, Polarisation bei 18,5°. 
K, = 0,040. 
Dreh- | Relative 100 
ay [S} |-log[S] Zeit | Drehung| ungs- Anf.- e } 
014 & (Min.) (°) abnahme | Geschw. ‘i 
(°) (12,5 Min.) ber. gef. 
4,89 | 0,87 | 15,7 | 4,865 | 0,525 41 7 | 17 J+ 00 
(0,1345) 33,0 8,75 1,14 | 
50,5 3,31 1,58 | 
2,45 1,17 | 22,6 1,83 0,62 33 62,5 | 62 0,5 
(0,0673) 34.3 152 | 0,93 | 
54,0 1,065 | 1,385 | 
1,095 | 1,52 | 19,2 0,73 0,365 23 43 | 48 |+ 00 
(0,0301) 41,7 0,34 0,755 | 
63,4 0,07 1,025 | 
0,310 | 2,07 | 21,5 0,150 | 0,16 9,5 117.5) 18 |+05 
(0,0085) 42,2 0,04 0,27 | 
61,0 | —0,035 | 0,345 | 
Tabelle 7. 


Saccharasewirkung des amerikanischen Invertins. 
Inversion bei 30,00 + 0,03°, Polarisation bei 22°. 



































K,, = 0,020. 
‘ ue = Dreh- Relative a» aa a 
Zeit | Drehung] ungs- Anf.- 
ay [|S] | -log[S] (Min.) (°) abnahme | Geschw. |---| 4 
(°) (10 Min.) | ber. | gef. 
5,295 | 0,84 | 9.5 | 5,01 0,285 20,5 | 88 | 88 |+ 0,0 
(0,1455) 20,3 | 4,665 0,630 | 
29,7 | 4,383 0,912 | 
3.51 1,02 9,0 | 3,26 0,250 28,5 183 | 82 |-1,0 
(0,0965) 18,7 | 2.955 0,555 | 
30,2 | 2,65 0,86 | 
1,79 1,31 | 12,2] 1,49 0,30 245 [1 | 71 J+ 0,0 
(0,0492) 24,0 1,20 0,59 | 
37,1 | 0,88 0,91 | 
1,035 | 1,54 | 13,5 | 0,75 0,285 20,5 159 |59 1409 
(0,0286) 27,5 | 0,47 0,565 | 
40,7 | 0,81 0,725 | 
0,718 | 1,71 | 9,6 | 0,557 | 0,160 17,5 | 49,5 | 50,5 | + 1.0 
(0,0197) 20,8 0,373 0,345 | 
32,7 | 0,270 0,448 | 
0,180 | 2,31 | 12,5 | 0,100 0,080 65 $20 |19 |J— 1,0 
(0,0050) 28,8 | 0,045 0,135 
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Gerade doppelt so groB ist die Affinitit des unter g) be- 
schriebenen amerikanischen Invertins (Tab. 7, Figg. 7a und 7b) 
und alle aus Brauereihefe dargestellten Lésungen und Pri- 
parate werden in dieser Hinsicht durch das Invertin der 
Brennereihefen tibertroffen. In naher Ubereinstimmung mit dem 
von L. Michaelis und M. L. Menten’) bei 25° ermittelten 


Tabelle 8. 


Saccharasewirkung des danischen Invertins. 
Inversion bei 29,90 + 0,05°, Polarisation bei 20°. 
Ky = 0,017. 











‘| Dreh- | Relative 100 ¢ 
Zeit | Drehung| ungs- Anf.- 
1 |. 
[8] |-log [8] (Min.) (°) abnahme | Geschw. |) J 
(°) (10 Min.) | ber. | gef. 
A — ~  ————— SSSEupESEGEEEpEEaneaeeen = __— — -= 

7,16 0,71 16,1 6,815 0,345 21,5 92 91 j— 1,0 
(0,197) 28,5 | 6,54 0,62 | 

44,5 | 6,17 0,99 
5,047 | 0,86 | 17,2 | 4,69 0,357 21 89 | 89 |+ 0,0 
(0,138) 31,3 | 4,375 0,672 | 

43,8 | 4,12 0,927 | 
2,47 1,17 16,6 2,155 0,315 19 80 80,5 |+ 0,5 
(0,0678) 29,5 | 1,895 0,575 

43,7 | 1,70 0,77 
1,518 | 1,38 | 14,1 | 1,290 0,23 165 {71 |70 |—10 
(0,0417) 28,5 | 1,063 0,445 

43,6 | 0,843 0,675 
0,988 1,57 16,3 0,76 0,228 14,5 61,5 | 61,5 |+ 0,0 
(0,0272) 32,1 | 0,55 0,438 

41,5 0,425 0,563 
0,580 | 1,84 | 14,0 | 0,38 0,15 11 46 | 47 [410 
(0,0145) 28,6 | 0,23 0,30 

46,7 | 0,12 0,41 
0,355 | 2,01 | 13,7 | 0,245 0,110 8,5 | 365/386 |—0,5 
(0,0098) 26,5 | 0,150 0,205 

40,7 | 0,078 0,282 
0,297 | 2,09 | 10,0 | 0,227 0,070 a 32,5 | 29,5 |— 3,0 
(0,0082) 30,7 | 0,145 0,152 

45,5 | 0,105 0,192 


























') Biochem. Zs. Bd. 49, S. 383 (1918). 











eeenaeeel iit talladianplaincittp ak jesios! Peeiton 














52 Richard Kuhn, 


Wert fiir die Dissoziationskonstante der Saccharase-Saccharose- 
verbindung 0,016 fanden wir mit den unter f), h) und i) im 
Abschnitt 2 niher charakterisierten Ausziigen aus dinischer 
Hefe sowie aus den Heferassen II und XII bei 30° Ks = 0,017, 
0,016 und 0,016 (vgl. die Tabb. 8, 9 und 10 mit den 2u- 
gehérigen Figuren). 


Tabelle 9. 


Invertin der Rasse IL 
Inversion bei 30,04 + 0,03°, Polarisation bei 20—21°. 























Kg = 0,016. 

ff preh- | Relative | 100 ¢ 

Zeit | Drehung] ungs- Anf.- ) 
a [S] | -log [5] (Min.) (°) abnahme]} Geschw. | d 

(°) | (15 Min.) | ber. | gef. 

5,355 | 0,83 | 16,0 | 5,03 0,325 31 90,5 | 89,5 |— 1.0 
(0,147) 37,0 | 4,57 0,785 

49,3 | 4,30 1,055 
3,55 1,01 | 20,3 | 3,155 0,395 30 86 | 87 |+1,0 
(0,0976) 36,0 | 2,81 0,74 

51,2 | 2,495 1,055 
1,80 1,31 |] 18,1 ] 1,48 0,32 26,5 | 75,5 | 76,5 |+ 1,0 
(0,0495): 34,5 | 1,22 0,58 

46,5 | 1,035 0,765 
1,11 1,52 | 15,5 | 0,88 0,230 22,5 | 65,5 | 65,5 |+ 0,0 
(0,0305) 35,0 | 0,615 0,495 | 

47,8 | 0,47 0,64 | 
0,632 | 1,76 | 17,0 | 0,44 0,19 17,5 [52 | 50,5]—1,5 
(0,0174) 30,5 | 0,80 0,33 | 

43,5 | 0,19 0,44 
0,220 | 2,22 | 180] 0,115 0,105 10 27,5} 29 |+1,5 
(0,0061) 33,7 | 0,065 0,155 | 

52,0 | 0,030 0,19 | 























Wir méchten hervorheben, daB die Affinitatsbestimmung 
sich nicht zur Charakterisierung verschiedener Hefen verwerten 
1aBt, wenn auch gewisse Higentiimlichkeiten, wie der Unterschied 
zwischen Brauerei- und Brennereihefen, auch in der Affinitit 
des Invertins zum Rohrzucker zum Ausdruck zu kommen 
scheint. Die Schwankungen der Ky-Werte, die sich beim Ver- 
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Tabelle 10. 


Invertin der Rasse XII. 
Inversion bei 30,05 -+- 0,03°, Polarisation bei 21°. 











t= fo sSDreh- | Relative Coats 
: Zeit | Drehung | ungs- Anf.- 
«, [S} |-log[S] (Min.) (°) abnahme | Geschw.|~ | 4 
(°) (12,5 Min.) ber. gef. 

7,415 | 0,69 | 13,5 | 7,195 0,22 20,5 | 92,5} 91,5 |— 1,0 
(0,2087) 27,0 | 7,00 0,415 

46,2 | 6,74 0,675 
3618 | 1,00 | 14,0 | 3,395 0,222 20 86 | 89,5 |+ 3,5 
(0,0995) 81,3 | 3,135 0,483 

50,3 | 2,89 0,728 
1,815 1,30 15,2 1,61 0,205 17 76 76 J+ 0,0 
(0,0498) 33,8 1,375 0,44 

50,0 | 1,175 0,64 
1,071 | 1,53 | 13,0 | 0,93 0,14 13,5 | 64,5 | 60,5 |— 4,0 
(0,0295) 26,2 0,82 0,25 

45,7 | 0,655 0,415 
0,747 1,69 13,9 0,607 0,14 12,5 56 56 {+ 0,0 
(0,0205) 29.5 | 0,490 0,257 

42,3 | 0,41 0,337 
0,370 | 1,99 | 14,7 | 0,270 0,100 9 39 | 40 |+1,0 
(0,0102) 28,1 | 0,225 0,145 


























gleich der Saccharasewirkung der aus verschiedenen Lieferungen 
derselben Hefe dargestellten Invertinlésungen und -praparate 
ergeben, sind nicht nur bei der dem technischen Betrieb ent- 
nommenen Hefe der Léwenbrauerei beobachtet worden. Wie 
im folgenden Kapitel (Abschnitt 4) gezeigt wird, ist dies auch 
fiir verschiedene Aufziichtungen der Reinkulturhefe Rasse XII 
der Fall. 

Der Tatsache von der Unabhingigkeit der Aktivitatskurve 
vom Reinheitsgrad steht die wechselnde Affinitit des Invertins 
verschiedener Herkunft zum Rohrzucker gegeniiber. Darum 
miissen wir den Grund hierfiir entweder in einer Verschiedenheit 
des Invertins von Hefe zu Hefe oder aber in der Beimischung 














54 Richard Kuhn, 


wechselnder Mengen eines oder mehrerer dem Enzym selbst 
nahestehender Kérper suchen, die, wie sie in der Natur gebildet 
wurden, das Invertin durch alle Reinigungsoperationen begleiten 
und die mit seinen wirksamen Gruppen in Wechselwirkung 
stehen. Was die erste Méglichkeit betrifft, so mu8 daran er- 
innert werden, daB die von R. Marc?) ausgefiihrten Versuche 
iiber Adsorption léslicher Starke an Bariumsulfat ein ihnliches 
Bild zeigen: Bei Alterung der Stirkelésungen bleiben die 
Adsorptionskurven affin, sie sind aber fiir verschiedene Stiirke- 
lésungen verschieden. 

Wir schlieBen aus den Beobachtungen, von denen der 
6. Abschnitt berichten wird, daB die Affinitatsunterschiede nicht 
durch derartige Verschiedenheiten der kolloiden Natur oder 
der reaktionsfaihigen chemischen Gruppen des Invertins zu 
erkliren sind, sondern, daB sie im wechselnden Mengen- 
verhaltnis von Kérpern, die dem Enzym in konstitutioneller 
Hinsicht verwandt sein miissen, ihren Grund haben. Nach 
dieser Auffassung kommt dem Enzym selbst eine 
charakteristische und konstante Affinitiit zu seinem 
Substrat zu, deren numerischer Wert vorerst freilich noch 
unbekannt ist. 


6. Wirkung arteigener und artfremder Kochsafte. 


Der Frage, ob die in einer Saccharaselésung enthaltenen 
Verunreinigungen das Enzym zu binden vermégen, haben schon 
H. v. Euler und J. Laurin?) ein Experiment gewidmet. Eine 
gereinigte Saccharaselésung aus schwedischer Brauereihefe 
(Ks; = 0,029) wurde unter Zusatz der doppelten Menge derselben 
Lésung, die zuvor durch Erhitzen ihrer enzymatischen Kraft 
beraubt wurde, gepriift. Eine Anderung der Affinitait wurde 
nicht beobachtet. 

Wir haben ihnliche Versuche in Angriff genommen und 
glauben schon hier dariiber berichten zu miissen, da wir durch 
sie iiber die Ursachen der wechselnden Affinitiit der Saccharase 


') Zs. physikal. Chem. Bd. 81, S. 641 (1912/13) und zwar S. 656 
und W. Mecklenburg, a. a. O. S. 623. 
2) A. a. O., S. 87. 
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yar Saccharose unterrichtet werden, wenn sie auch die Frage 
nach dem Mechanismus der Affinititsinderungen noch nicht 
restlos beantworten. 

Beruht die wechselnde Affinitit auf der verschiedenen 
Kolloidnatur, die dem Enzym bei seiner Losléisung vom Proto- 
plasma, bei seiner mechanischen oder enzymatischen Frei- 
legung') in jedem Falle gerade eigen ist und eigen bleibt, und 
wird dieser Zustand durch Erhitzen zerstért, so kann, da ja 
alle analytisch nachweisbaren Verunreinigungen fiir die Anderung 
der Affinitit nicht in Betracht kommen, die Wirksamkeit des 
Invertins durch einen Kochsaft nicht beeinflu&t werden. 

Das ist auch nicht denkbar, wenn sich die Invertine von 
differierender Rohrzuckeraffinitiit durch die Konstitution der 
chemisch wirksamen Gruppen unterscheiden. ‘Tatsichlich ge- 
lingt es aber, die Affinitit gewisser Saccharasen durch Zusatz 
von Kochsiften zu indern. 

Die verwendeten Kochsafte waren durch 15 Minuten langes 
Krhitzen der betreffenden Invertinlésungen iiber freier Flamme 
gewonnen, von koagulierten Proteinen durch Filtration befreit 
und auf Unwirksamkeit gepriift. Immer wurde so viel Saft 
verwendet, daB der M.Z.Q.*) vor dem Erhitzen das 10 fache 
von dem im spiiteren Versuch wirksamen betrug. Gemischt 
wurde der Kochsaft mit der pufferhaltigen Zuckerlésung, so daB 
das Enzym gleichzeitig auf beide traf. 

Tabelle 11 zeigt, daB die Saccharoseaffinitat des Invertins 4 
\As = 0,029, vgl. Tab. 2) trotz des groBen Uberschusses an 
Kochsaft, der durch Erhitzen des Neutralautolysats der dinischen 
Brennereihefe gewonnen wurde, ungedndert bleibt. Der art- 
fremde Kochsaft, in dem das Invertin héhere Affinitit zum 
Rohrzucker besaB (Ky = 0,017, vgl. Tab. 8), ist also ohne EinfluB. 

Der umgekehrte Versuch, die Affinititsbestimmung eines 
Invertins von hoher Affinitét unter Zusatz eines Kochsaftes, 
in dem die Saccharase vor dem Erhitzen eine nur halb so 


*) R. Willstitter u. F. Racke, Ann. der Chem. Bd. 427, S. 111 
(1921/22). 

*) M.Z.Q. = Menge-Zeit-Quotient. Vgl. R. Willstitteru. F. Racke, 
Ann. der Chem. Bd. 425, S. 1 (1920/21) und zwar S. 8. 








AES OE Sea 
Sm ciel ea te 
LEE GOR OR cigs Cee ie aa Sep 








56 Richard Kuhn, 


Tabelle 11. 
Invertin aus Liwenbriuhefe mit dinischem Kochsaft. 
Inversion bei 29,85 + 0,05°, Polarisation bei 20°. 








K, = 0,029. 
~ Dreh- | Relative 100 0 
at, [8] | -log [5] on Drehung | ungs- | Anfangs- y 
(Min.) (°) abnahme | Geschw. 
(°) (15 Min.) ber. | gef. 
3,565 | 1,01 | 16,0 3,875 0,19 19 TT | IT [400 
(0,098) 26,0 3,24 0,825 
48,5 2,945 0,62 
2,495 | 1,16 | 16,5 2,305 0,19 17 70,5| 69 | 15 
(0,0687) 30,0 2,17 0,325 
47,8 1,94 0,555 
1,48 | 1,39 | 17,0 1,30 0,18 15 58,5] 61 1+ 2,5 
(0,0407) 34,7 1,135 0,345 
50,0 0,97 0,51 
0,720 | 1,70 | 15,9 0,615 0,105 10 40,5| 40,5} + 0,0 
(0,0198) 31,7 0,51 0,21 
44,8 0,435 0,285 
0,310 | 2,07 | 16,1 0,255 0,055 5,5 | 22,5) 22 J— 0,5 
(0,0085) 26,5 |: 0,24 0,07 


























groBe Affinitat zum Zucker aufgewiesen hatte, wurde mit dem 
Autolysat der Rasse XII (¢ des 2. Abschnittes, Ag = 0,016) und 
dem der Léwenbriuhefe (a des Abschnittes 2, Ks = 0,029) aus- 
gefiihrt. Der Vergleich der Figuren 10b und 12b ergibt, dab 
sich die Aktivitats-—log[S]-Kurve um 0,28 Abszisseneinheiten 
nach rechts verschoben hat. Die Affinitaitskonstante ist von 
62,5 auf 33 gefallen und stimmt innerhalb der Versuchsfehler 
mit derjenigen des Loéwenbriuinvertins 34,5 iiberein. 
Wiahrend nun arteigener Kochsaft die Saccharase von 
niederer Affinitit (Autolysat a, Ks = 0,029) in Erganzung 
des Befundes von H. v. Euler und J. Laurin selbst bei 
10 fachem Uberschu8 nicht meBbar zu binden vermag (Ver- 
haltnis der Inversionsgeschwindigkeiten in 0,138 n- und 0,0138 n- 
Liésung = 9:22, mit Kochsaft = 9: 22,5), wird der Para- 
meter der Saccharasewirkung des dinischen Invertins 0,017 
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Tabelle 12. 


Saccharase- und Raffinasewirkung des Invertins. 


Invertin der Rasse XII mit Léwenbriukochsaft. 
Inversion bei 29,95 + 0,03°, Polarisation bei 21°. 





















































K, = 0,030. 

as Dreh- | Relative 100 @ 

to (S] |-log[S] e Drehung| ungs- | Anfangs- A 
(Min.) (°) abnahme | Geschw. 
( (10 Min.) ber. | gef. 

4,945 | 0,87 | 14,0 4,695 0,250 18 82 | 82,51+ 0,5 
(0,136) 31,8 4,41 0,535 

49,3 4,17 0,775 
2.425 } 1,17 | 13,2 2.215 0,21 15 69,5| 69 |— 0,5 
(0,068) 26,3 2,025 0,40 

46,5 1,80 0,625 
1,495 | 1,39 | 14,7 1,300 0,195 18 58 | 59,5/+ 1,5 
(0,0411) 29,5 1,145 0,35 | 

46,8 0,938 0,557 
0,992 | 1,57 | 15,8 0,83 0,162 10 47,5| 46 |—1,5 
(0,0272) 31,3 0,715 0,277 

51,0 0,55 0,442 
0,493 | 1,87 | 17,8 0,378 0,115 7 31 | 32 |+1,0 
(0,0135) 33,0 0,300 0,193 | 

54,3 0,225 0,268 | 
0,280 | 2,11 | 20,3 0,220 0,060 4 20,5 | 18,5)— 2,0 
(0,0077) 37,7 0,190 0,09 | 
nach Tabelle 13 durch den arteigenen Kochsaft auf 0,030 


erhoht. 


Wie die folgende kleine Zusammenstellung zeigt, fiihren 
die bisher gemessenen Affinitiitsverringerungen des Invertins 
iibereinstimmend zum Werte Ks; = 0,029 + 0,002, der selbst 
weder durch arteigenen noch durch artfremden Kochsaft ge- 
indert wird. 

In der obersten Horizontalreihe sind die K;-Werte der- 


jenigen Invertinlésungen angegeben, aus denen die Kochsiafte 


bereitet wurden, in der ersten Vertikalreihe die ohne Kochsaft 
bestimmten Werte fiir die wirksame Saccharase: 





0,029 0,016 
0,029 | 0,029 0,029 
0,017 } 0,030 i 
0,016 _ 0,030 
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Tabelle 13. 


Danisches Invertin mit dinischem Kochsaft. 
Inversion bei 29,88 + 0,03°, Polarisation bei 22°. 








K, = 0,030. 
oes Dreh- | Relative 100 o 
»| Zeit | Drehung| ungs- | Anfangs- 
% [5] }-log [5] (Min.) (°) abnahme| Geschw. |) 4 
(°) (10 Min.) ber. | gef, 

5,015 | 0,86 | 11,3 4,75 0,265 23,5 82 | 82 1+ 00 
(0,1377) 25,1 4,435 0,58 | 

44,0 4,025 0,99 | 
2,017 | 1,26 | 12,3 1,79 0,227 8,5 | 65 | 65 1+ 00 
(0,0554) 22,6 1,585 0,432 | 

36,3 1,32 0,697 | 
1,018 | 1,55 | 13,5 0,83 0,188 14 48 | 49 1410 
(0,028) 27,5 0,67 0,348 | 

41,0 0,505 0,518 | 
0,515 1,85 | 12,8 0,41 0,105 9 82 | 31,51/— 0,5 
(0,0142) 27,7 0,33 0,185 | 

44,2 0,245 0,27 | 























Ks hat den Anschein, als ob es ein besonders begiinstigtes 
Invertin gibe, dem die Affinitiitskonstante 34 + 2 gegeniiber 
dem Rohrzucker zukommt. Man kénnte diese Tatsache durch: 
die Annahme erkliren, daB den kochbestindigen Bestandteilen 
der Saccharaselésung eine hohe Affinitéat zum Enzym zukommt, 
daB aber auch die gebundene Saccharase enzymatisch wirk- 
sam ist. 

In einer Invertinlésung von Ks = 0,03 miiBte diese Stufe 
bereits dissoziationsfrei vorliegen. 

Versuche mit wechselnder Saftkonzentration und mit In- 
vertin von noch geringerer Affinitat (Ky = 0,04) miissen zeigen, 
ob diese Auffassung berechtigt ist oder nicht. 

Die Frage, ob neben dem freien Invertin (Ks = 0,016) 
auch das gebundene Rohrzucker zu spalten vermag, scheint 
auch durch exakten Vergleich der H-lonenwirkung auf ver- 
schiedene Invertine prifbar. Ist nur die freie Saccharase 
wirksam, so mu der Parameter der Aktivitiits-py-Kurve un- 
abhingig von dem der Aktivitiits-pS-Kurve sein. Aber es iiber- 
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steigt vielleicht die Differenz zwischen den von L. Michaelis 
und M. Rothstein!) einerseits, von L. Michaelis und 
H. Davidsohn?) und uns*) andererseits bestimmten Zahlen 
die Fehlergrenzen einer exakten Methodik. 

Unabhangig von diesen hypothetischen Vorstellungen iiber 
die Struktur der wirksamen Gruppen erweist sich die Konstanz 
der Invertinwirkung als Spezialfall fiir das Invertin der Léwen- 
briuhefe (allgemein fiir Kg = 0,029). Bei hodherer Affinitat 
kann sie nicht zutreffen, da hier durch zunehmenden Gehalt an 
Zersetzungsprodukten die Affinitait zum Rohrzucker erniedrigt 
werden mu, wofern das Bindungsvermégen der Siafte nicht 
erst durch Kochen zustande kommt. 

Wir werden im folgenden Kapitel die Affinititsdifferenzen 
durch Annahme wechselnder Mengen eines Hemmungskérpers 
deuten, der durch seine Affinitit zu den aktiven Gruppen des 
Enzyms diese in eine unwirksame Stufe iiberfihrt. 

Die Genauigkeit der Affinititsmessung der Raffinase zur 
Raffinose (III. Kap., Abschn. 2) sowie die Genauigkeit der aus 
den Anfangsgeschwindigkeiten der Rohrzucker- und Raffinose- 
hydrolyse gebildeten Quotienten (III. Kap., Abschn. 3) gestattet 
nimlich nicht, zwischen Wirksamkeit oder Unwirksamkeit des 
cebundenen Invertins zu entscheiden. Fiir das Verstindnis 
der Kochsaftwirkungen scheint jedoch nur folgende Erklirung 
modglich: 

Die differierenden Affinititen des Invertins zum Rohr- 
zucker sind bedingt durch Assoziation des kolloiden Triagers 
mit unwirksamen, dem Enzym in chemischer Hinsicht nahe- 
stehenden Kérpern. Diese Assoziationen bleiben fiir die wirk- 
samen Gruppen nicht unbemerkt. Die analytisch bestimmbare 
Konzentration des Rohrzuckers in der Lésung steht dadurch 
zu derjenigen, die an den reaktionsfihigen Gruppen herrscht, 
in einem fiir die Hydrolyse ungiinstigeren Verhiltnis als ohne 
Kochsaft. Darum finden wir die Aktivitits-pS-Kurve nach 


1) A. os @. 

*) Biochem. Zs. Bd. 35, 8. 386 (1911). 

8) R. Willstaitter, J. Graser u. R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, 
S. 1 (1929). 
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rechts verschoben. Ist die Oberflache des kolloiden Trigers 
mit einem derartigen Kérper gesattigt, so kann weiterer Zusatz 
des Kochsaftes die Affinitit nicht mehr verringern. 


III. Die Affinitit des Invertins zur Raffinose. 


Da nach den Ergebnissen des II. Kapitels das Invertin 
verschiedener Hefen fiir die Rohrzuckerspaltung in ungleichem 
MaBe geeignet ist, so scheint es nicht wunderlich, daB der 
Quotient Raffinasezeitwert : Saccharasezeitwert mit verschiedenem 
Enzymmaterial verschieden ausfallt. Wir untersuchen daher 
in diesem Kapitel, ob den verschiedenen Affinitaten der Saccha- 
rase zur Saccharose auch verschiedene Affinitaten der Raffinase 
zur Raffinose entsprechen und ob zwischen diesen GriéBen ein 
gesetzmiBiger Zusammenhang besteht. 


1. Das untersuchte Konzentrationsgebiet. 


Das Galaktosid des Rohrzuckers4) wird vom Invertin der 
gewohnlichen Kulturhefen langsamer als seine Muttersubstanz 
gespalten, und die Umsatzgeschwindigkeit nimmt noch in so 
konzentrierten Lésungen des Trisaccharids stark zu, wo die 
maximale Geschwindigkeit der Rohrzuckerhydrolyse fast erreicht 
ist, daB die Affinitit der Raffinase zur Raffinose jedenfalls 
viel geringer ist als die der Saccharase zur Saccharose. 

Auch das héhere Molekulargewicht und die geringere 
Léslichkeit sind fiir die Affinitaitsmessung nicht giinstig. 

Wenn in 0,2 n-Saccharoselésungen durch Veriinderung der 
Natur des Lésungsmittels”) Abweichungen vom Massenwirkungs- 
gesetz zu beginnen scheinen, so ist das in Raffinoselésungen 
schon bei geringerer Konzentration zu erwarten. Aus diesem 
Grunde ist es nicht méglich, daB die experimentell bestimm- 
bare maximale Reaktionsgeschwindigkeit der dissoziationsfreien 
Bindung des Enzyms an den Zucker entspricht. Sie wird viel- 





1) Uber die von der Direktion der Zuckerraffinerie Hildesheim in 
freundlichster Weise iiberlassene Raffinose vgl. diese Zs. Bd. 115, S. 180 
(1921) und zwar S. 185. 

%) L. Michaelis u. M. L. Menten, Biochem. Zs, Bd. 49, 5. 335 
(1914) und zwar S. 349. 
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mehr eintreten, wenn die durch Viscositiitserhohung, Anderung des 
osmotischen Aktivitatskoeffizienten usw. bedingten Erscheinungen 
die Konzentrationszunahme der Raffinase-Raffinoseverbindung 
verhindern bzw. nach auBen hin nicht mehr erkennen lassen. Man 
erhalt in der Tat keine Dissoziationsrestkurve, wenn man die 


Anfangsgeschwindigkeiten der Raffinosespaltung als Funktion 


von log a auftrigt und die Maximalgeschwindigkeit als MaB- 


stab der Ordinate wahlt. Beurteilt man jedoch die Neigung 
der Kurve, die die experimentell gefundenen Punkte verbindet, 
so lassen sich alle Versuche bis zu etwa 10°/, igen Lésungen 
des Trisaccharids durch Dissoziationskurven darstellen. Da 
jedoch hier erst +/, bis 1/, der theoretischen Maximalgeschwin- 
digkeit erreicht wird, kann man die Affinitat der Raffinase zur 
Raffinose nicht mit besonderer Genauigkeit ermitteln. Ziemlich 
willkirlich und dabei von nicht geringem EHinfluB auf das 
Resultat ist es namentlich, welches Gewicht man den gréBten 
beobachteten Umsatzgeschwindigkeiten beimiBt. Es zeigt sich 
namlich, daB z. B. einmal (vgl. Tab. 16, S. 64) die Geschwin- 
digkeit beim Ubergang von 0,1- zu 0,2 n-Lisung von 17 auf 25, 
ein andermal (Tab. 15, S. 63, Spalte 6) dagegen nur von 22 
auf 25 steigt, obwohl wir aus den in verdiinnteren Lésungen 
angestellten Versuchen eine sehr nahe iibereinstimmende A ffinitat 
herechnen. Es scheint, daB die Anomalien in konzentrierten 
Lésungen nicht allein durch die Beschaffenheit des Milieus 
erklart werden kénnen. (Uber eine Anomalie der Kinetik, die 
indes auf Versuchsfehlern beruhen diirfte, vgl. Fig. 14a.) 
Immerhin glauben wir, daB die von uns berechneten 
Kp-Werte auf + 30—50°/, genau sind und daher nicht nur 
die GréBenordnung der Affinitit selbst, sondern auch die 
Richtung der Affinititsanderungen richtig wiedergeben. Die 
juBeren Bedingungen, die zur Verfolgung der Raffinosehydrolyse 
einzuhalten sind’), gleichen denen bei der Inversion des Rohr- 
zuckers derart, da8 wir beziiglich der Ausfiihrung der folgenden 
Versuche auf das im II. Kapitel, Abschnitt 1 Gesagte verweisen. 


1) R. Willstitter u. R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 115, 8. 180 (1921) 
und zwar S. 185ff. 
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Tabelle 14. 
Raffinasewirkung des Invertins Rasse II. 
8 mal mehr Enzym als in Tab. 9. 
Hydrolyse bei 30,05 + 0,03°, Polarisation bei 20°. 
Dreh- | Relative | 100 0 
| ; Zeit | Drehung| ungs- Anf.- 
[A] ]-log[R] (Min.) (°) abnahme | Geschw. —4 4 
(°) (10 Min.) | ber. | gef. 
21,95 0,65 10,6 21,53 0,42 40,5 48,0 | 39,2 |— 88 
(0,222) 20,1 21,14 0,81 | 
36,8 20,49 1,46 
14,64 | 0,83 | 9,5 | 14,27 0,37 39,5 | 382) 3821+ 00 
(0,148) 18,5 | 13,98 0,66 
33,5 | 13,49 1,15 
10,955 | 0,96 11,2 10,59 0,365 33 31,6 | 32,0 |+ 0/4 
(0,111) 21,3 10,385 0,57 
38,2 10,125 0,83 
7,31 | 1,13 | 11,2 | 7,04 0,27 24,5 | 23,6 | 23,714 0,1 
(0,074) 20,0 | 6,84 0,47 
36,8 | 6,48 0,83 
4,33 1,36 22,0 4,005 0,325 16 15,5 | 15,5 ]+- 0,0 
(0,0438) 33,5 3,865 0,465 
94,5 3,625 0,705 
3,92 | 1,40 | 10,0 | 3,770 | 0,15 15 14,2 | 14,5 |+ 0,3 
(0,0397) 33,4 | 3,48 0,44 
50,5 | 8,34 0,58 
2,11 1,67 10,2 2,015 0,095 8,5 8,2; 8,2 7+ 0,9 
(0,0214) 24,5 1,93 0,18 
45,0 1,79 0,32 
1,45 | 1,83 | 10,7 | 1,385 | 0,065 6 5,8 | 5,8 1+ 0,0 
(0,0147) 20,0 | 1,33 0,12 
45,4 1,21 0,24 
1,01 | 1,99 | 100 | 0,950 | 0,060 6 4,1 | 5,844 1,7 
(0,0102) 21,2 | 0,897 | 0,113 
48,5 | 0,770 | 0,24 
0,85 | 2,07 | 13,0 | 0,810 | 0,040 3,5 3.5 | 3,9 1+ 04 
(0,0086) 24,7 | 0,797 | 0,063 
49,3 | 0,753 | 0,097 
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Die Normalitét der Raffinoselésungen wurde aus der fiir Ver- 
suchsbeginn extrapolierten Anfangsdrehung auf Grund der 
Beziehung «,:[2] = 13,71:0,1387 berechnet. 


2. Raffinosespaltung durch verschiedene Invertine. 


Das Invertin der Rasse II und das der Rasse XII stimmt 
nicht nur in bezug auf die Aktivitiitskurve der Saccharase- 
wirkung miteinander tberein. Auch die Abhingigkeit der 
Raffinosespaltung vom log der reziproken [2] laBt sich, wie 
die Figuren 14b und 15b zeigen, fiir beide am besten durch 
den nimlichen Parameter — log/R] = 0,62 darstellen, der die 


Tabelle 15. 


Raffinasewirkung des Invertins Rasse XII. 
6,67 mal mehr Enzym als in Tab. 10. 
Hydrolyse bei 29,85 + 0,03°, Polarisation bei 20°. 














Dreh- | Relative | 499, 
Zeit | Drehung| ungs- Anf.- . 
s 5 | 
#o[R] }-log[#] (Min.) (°) abnahme| Geschw.]| | 4 
(°) (10 Min.) ber. gef 

20,745 | 0,68 9,5 | 20,515 0,23 24,5 | 46,7 | 37,3 |— 9,4 
(0,21) 19,8 | 20,27 0,475 

33,8 | 19,985 0,76 
11,917 | 0,92 | 12,8 | 11,645 0,272 22 33,5 | 33,5 |+ 0,0 
(0,121) 24,7 | 11,48 0,487 

38,3 | 11,19 0,727 
5,925 | 1,22 | 10,7 5,785 0,14 13 20,0 | 19,8 |— 0,2 
(0,060) 27,3 5,63 0,295 
2.96 1,52 | 14,8 2,86 0,10 7,5 11,1 | 11,4 |+ 0,3 
(0,030) 25,0 2,79 0,17 | 

46,2 2,705 0,255 
1,485 | 1,82 | 12,5 1,435 0,05 4 5,9 6,1 }+ 0,2 
(0,015) 28,6 1,405 0,08 

48,6 1,355 0,13 
0,712 | 214 | 138 0,685 0,027 2 2,9} 3,0]+ 0,1 
(0,0072) 25,5 0,670 0,042 

39,0 0,662 0,050 
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beobachteten Werte bis zu 3/, des theoretisch méglichen Um- 
satzes sehr genau wiedergibt. 

Innerhalb der Fehlergrenzen stimmt auch die Raffinase- 
wirkung des danischen Invertins (Tab. 16) mit derjenigen de: 
Berliner Brennereihefen itiberein, wobei selbst der in 0,3n-Liésung 
beobachtete Wert durch den logarithmischen Parameter 0,57 
(Fig. 16b) gut wiedergegeben wird. Dagegen ist die Raffinose- 
affinitat des Lowenbriuinvertins e (Praparat / der ITI. Mitteilung 
iiber Invertin) entschieden geringer. Wir halten sogar den in 
Tabelle 17 mitgeteilten Wert K,;= 0,66 noch fir etwas zu 
klein, die Affinitatskonstante 1,5 demnach fiir zu gro8, weil 
die in n/4-Lésung gefundene Geschwindigkeit die aus den 
anderen Versuchen fiir diese Konzentration berechnete ein 
wenig iibertrifft. 

Wir haben niimlich, um keine weitere Unsicherheit in die 


Tabelle 16. 


Raffinasewirkung des dinischen Invertins. 
Hydrolyse bei 30,04 + 0,03°, Polarisation bei 23°. 











Kp => 0,27. 
| ft Dreh- | Relative | i095 

Zeit | Drehung} ungs- Anf.- > 

#, [8] |-togth) (Min.) (°) abnahme | Geschw. | | a ——* 
(°) (10 Min.) | ber. : gef. 

30,11 | 0,52 | 12,3 | 29,72 0,39 31.5 | 53,0 | 53,0 }4 0.0 
(0,304) 20,0 | 29,50 0,61 | 

32,0 | 29,11 1,00 | 
20,00 | 0,69 | 12,5 | 19,685 | 0,815 25,5 | 42,8 | 42,8 |+ 0.0 
(0,202) 22,5 | 19,445 0,555 | 

34,5 | 19,16 0,84 | 
10,04 | 0,99 | 15,0] 9,78 0,26 17 27,4 | 28,6 {+ 1.2 
(0,102) 32,5 | 9,56 0,48 | 

50,0 9,41 0,63 | 
5,310 | 1,27 | 14,0] 5,178 | 0,182 9,5 | 16,5 | 16,0 }— 0.5 
(0,0536) 26,1 5,12 0,190 | 

49,5 | 4,995 | 0,815 
1,710 | 1,76 | 14,6 | 1,67 0,04 3,5 6,0 | 5,9}—0.1 
(0,0173) 26,5 | 1,685 | 0,075 

45,7 | 1,58 0,13 
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Tabelle 17. 


Raffinasewirkung des Invertins e, Zeitwert = 0,37. 
Hydrolyse bei 29,85 + 0,03°, Polarisation bei 19°. 











K, = 0,66. 
Dreh- | Relative 100 9 

Zeit | Drehung| ungs- Anf.- 

ito [He] |- log A} (Min.) (°) abnahme | Geschw. —| 4 
(°) (16,7 Min.) ber. gef. 

25,13 | 0,59 | 14,1] 24,63 0,50 58 27,8 | 29,0|-+ 1,2 
(0,254) 25,0] 24,28 0,85 

85,0} 22,75 2,38 | 
10,055 | 0,99 | 17,3] 9,795 0,26 26 13,4 13,0]— 0,4 
(0,1018) 37,0] 9,46 0,595 | 

96,5] 8,68 1,425 
4,918 | 1,30 | 16,2] 4,785 0,132 13,5 7,0! 6,7/— 0,3 
(0,0498) 34,7] 4,63 0,288 | 

100,0} 4,15 0,768 | 
2,005 | 1,69 | 17,3] 1,95 0,055 5,5 3,0, 2,7/— 0,3 
(0,0203) 33,3} 1,915 0,09 | 

98,0] 1,765 0,24 | 

| 

1,005 | 1,99 | 23,3] 0,955 0,050 4 1,5 2,0]+ 0,5 
(0,0102) 44.5] 0,905 0,100 | 























Zahlen zu bringen, darauf verzichtet, fiir die mehr als 10°/, igen 
Lisungen eine Korrektur an den beobachteten Anfangsgeschwin- 
digkeiten anzubringen, und haben den Parameter so gewihlt, 
daB die Summe aller Fehlerquadrate méglichst gering wird. 


3. Vergleich der Saccharase- und Raffinasewirkung. 


Um zwischen relativer Spezifitat des Invertins und ab- 
soluter Spezifitat von Saccharase und Raffinase zu entscheiden, 
geniigt es nun nach der in der voranstehenden Abhandlung, 
Kapitel II unter 1 (S. 19), beschriebenen Methode, bei be- 
liebiger Zuckerkonzentration die Hydrolysengeschwindigkeiten 
des Di- und Trisaccharids durch gleiche Enzymmengen zu 
messen, da die numerischen Werte der einzelnen Affinititen 
K; und Kp bekannt sind. Diesen Vergleich haben wir in 
0,138 n-Lésung ausgefiihrt, um mit den friiher’) ermittelten 





1) Diese Zs. Bd. 115, S. 180 (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXV. 
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Zeitwertquotienten méglichst vergleichbare Zahlen zu erhalten. 
Berechnet wurde indes nicht die fiir 50°/, igen Umsatz jeweils 
nétige Zeit, sondern, um den KinfluB wechselnder Kinetik’) 
auszuschalten, das Verhaltnis der fiir eine Versuchszeit von 
10 Minuten graphisch interpolierten Drehungsabnahmen. Diese 
kénnen direkt als MaB des relativen Umsatzes betrachtet 
werden, da in Aquimolaren Liésungen der totalen Hydrolyse 
von Rohrzucker und Raffinose nahezu gleiche Drehungs- 
abnahmen entsprechen. Die in Tabelle 18 mitgeteilten Quotienten 
der Anfangsgeschwindigkeiten sind also mit der nimlichen 
Methodik gewonnen wie die Affinititskonstanten, mit denen 
wir sie in Beziehung setzen werden. Sie weisen bei verschie- 
denem Invertinmaterial nicht so groBe Schwankungen auf wie 
die vor 1 Jahr mitgeteilten Quotienten der Zeitwerte.*) Ihre 
Extremwerte verhalten sich wie 1: 1,7, wahrend sie friiher beim 
Invertin derselben Hefen das Verhiltnis 1: 2,4 erreichten. Das 
diirfte weniger darauf beruhen, daB seinerzeit die Bestimmungen 
mit der durch Toluol abgetéteten Hefe selbst, jetzt ausschlieb- 
lich mit daraus gewonnenen Autolysaten und Priparaten aus- 
gefiihrt wurden. 

In weitaus den meisten Fallen diirften nimlich die von 
R. Willstatter und W. Steibelt*’) sowie von R. Willstitter 
und R. Kuhn‘) beobachteten Zunahmen der Reaktionsgeschwin- 
digkeit bei Bestimmung von Maltase und e-Methylglucosidase 
oder von Saccharase und Raffinase in der Hefe nicht auf 
postmortale Neubildung von Enzym wiahrend des Versuchs zu- 
riickzufiihren sein, sondern auf wechselnder Kinetik, die durch 
wechselnde Affinitét des Enzyms zu Zucker und Glucosid sowie 
zu deren Spaltprodukten bedingt ist, beruhen. 

Der Unterschied zwischen dem mit Invertinpriparaten der 
Léwenbrauhefe bestimmten Zeitwertquotienten 11,3 und dem 
Quotienten der, Anfangsgeschwindigkeiten 8,0—8,3 ist haupt- 





1) Vgl. ebenda Tabelle 8, S. 189 und R. Willstatter, J. Graser 
u. R. Kuhn, diese Zs. Bd. 123, S. 1 (1922) und zwar S. 63ff. 

*) R. Willstaétter u. R. Kuhn, a.a.O., 8. 196. 

3) Diese Zs. Bd. 115, S. 199 (1921) und zwar S. 204f. 

*) A.a. O., S. 196f. 












































Tabelle 18. 
Geschwindigkeitsverhiltnis der Rohrzucker- und 


Raffinosehydrolyse. 
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(0,138 n-Lésungen; Enzymmengen im Verhiltnis 1: 5.) 
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Invertin 
aus 


Lo wenbriiuhefe 
Ztw. = 0,64 Min. 


Lowenbriuhefe 
Ztw.= 0,26 Min. 


Lowenbriuhefe 


Ztw.=0,37 Min. 


Kopenhagener 
Brennereihefe 


Rasse II 


Rasse XII 





Wir- 
kung 
auf 


Rohrz. 


9? 


Raffin. 


” 


”? 


Rohrz 


9 


” 
Raffin. 


9 


Rohes. 


”? 


Raffin. 











Zeit 
(Min.) 


10,1 
19,7 
30,0 

9,7 
18,0 
32,3 
11,0 
22,8 
45,0 
12,6 
28,5 
52,8 
12,5 
19,8 
35,0 
12,3 
26,2 
42,3 
17,2 
31,8 
43,8 
13,8 
24,5 
35,3 
12,5 
22,4 
35,0 
13,3 
25,5 
39,5 
10,5 
22.5 
45,2 
15,4 
25,1 





40,0 





Drehung 
(°) 


4,695 
4,385 
4,07 
13,455 
13,26 
13,04 
4,77 
4,54 
4,08 
13,515 
13,33 
13,115 
4,79 
4,625 
4,34 
13,56 
13,405 
13,255 
4,675 
4,36 
4,105 
13,395 
13,18 
12,95 
4,795 
4,58 
4,35 
13,405 
13,155 
12,85 
4,875 
4,695 
4,395 
13,405 
13,25 
13,07 








s Bek 


ungs- 
abnahme 
(°) 
0,355 
0,665 
0,98 
0,255 
0,45 
0,67 
0,28 
0,51 
0,97 
0,195 
0,38 
0,599 
0,24 
0,405 
0,69 
0,15 
0,305 
0,455 
0,36 
0,675 
0,93 
0,285 
0,50 
0,73 
0,255 
0,47 
0,70 
0,29 
0,54 
0,845 
0,17 
0,35 
0,65 
0,25 
0,405 
0,585 





Drehungs- 
abnahme 


nach 


15 


20 


21 


30,5 


16 


16 





! Quotient 


ee ee 


8,0 


8,3 


5,0 


4,8 


5,0 
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sichlich dadurch zu erkliren, daB zur Berechnung des ersteren 
der Saccharasezeitwert nach der von C. QO. Sullivan und 
F. W. Tompson!) fiir den zeitlichen Verlauf der enzymatischen 
Rohrzuckerspaltung mitgeteilten Kurve berechnet wurde, wobei 
die Reaktionskonstanten 1. Ordnung bei 50°/,iger Hydrolyse 
um etwa 15°/, gréBer sind als zu Beginn der Reaktion, die 
Raffinasezeitwerte dagegen nach einer an einem Invertin- 
priparat aus Léwenbriuhefe ermittelten Kinetik*), der zufolge die 
fiir eime monomolekulare Reaktion berechneten Konsianten im 
selben Spaltungsbereich um 15°/, fallen. Ks mu8 daher der 
Zeitwertquotient um etwa 30°/, gréBer sein als das Verhiltnis 
der Geschwindigkeiten zu Reaktionsbeginn. Ftir die Raffinase- 
spaltung durch Oberhefen erwies sich dagegen die Kinetik als 
annihernd monomolekular, und der friher z. B. fiir die Kopen- 
hagener Brennereihefe gefundene Quotient 5,1—5,5 stimmt mit 
dem jetzt ermittelten Verhaltnis der Anfangsgeschwindigkeiten 
5,0 iiberein. 

Als Beispiel fiir eine starke Quotientenverschiebung, dic 
in einem geadnderten Mengenverhiltnis von Saccharase und 
Raffinase oder in einer Affinitatsverinderung ihren Grund 
haben muB, sei der mit Invertin der Rasse XII vom 26. II. 21 
bestimmte Zeitwertquotient 12,3 dem mit einer Lieferung vom 
3. VI. 22 ermittelten Verhaltnis der Anfangsgeschwindigkeiten 5,0 
gegeniibergestellt. 

In Tabelle 19 wird die Dissoziationskonstante der Saccha- 
rase-Saccharoseverbindung K, mit der der Raffinase-Raffinose- 
verbindung Kz und mit dem Quotienten der Umsatzgeschwin- 
digkeiten in 0,138 n-Lésung verglichen. Fiir drei aus verschie- 
denen Brennereihefen gewonnene Autolysate und ein aus Unter- 
hefe dargestelltes Invertinpriparat vom Zeitwert 0,37 und nur 
noch geringfiigigem Gehalt an Melibiase erweist sich das Ver- 
haltnis der Dissoziationskonstanten, der Affinitiatsquotient 
Kp: Ks, weit innerhalb der Fehlergrenzen als annahernd kon- 
stant. Aus den in der 5. Spalte mitgeteilten Zahlen ergibt 





1) Jl. chem. Soc. Bd. 57, S. 834 (1890). 
2) A.a.O., S. 189. 
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sich, daB die Affinitat der Saccharase zum Rohrzucker und 
die der Raffinase zur Raffinose durch die natiirlichen Begleiter 
des Invertins in fast gleicher Weise beeinfluBt wird. Das wire 
ja auch fir den Fall zu erwarten, daB die Schwankungen der 
Zeitwertquotienten durch ein wechselndes Mengenverhiltnis 
gweler einander iuBerst ahnlicher Carbohydrasen der Hefe 
zustande kommen. 
Tabelle 19. 


Vergleich von Geschwindigkeitsquotient und Affinitit 
verschiedener Invertine. 
































Q ‘ 
Invertin (0,138-n) Ky | Kp | Kp: Ky] Oy | 9. 
Berliner Rasse IT. . . 4,8 0,016 | 0,24 15 16 | 2,0 
-. » me. . 5,0 | 0,016] 0,24 15 16 | 2,0 
Dinische Brennereihefe 5,0 0,017 | 0,27 16 16 | 1,9 
Miinchener Brauereihefe 8,3 0,040 | 0,66 17 17 | 1,9 


In Fig. 18 ist die Dissoziationsrestkurve Sp, durch welche 
die Abhangigkeit der Saccharasewirkung des dinischen In- 
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Fig. 18. 


vertins vom log der reziproken Substratkonzentration am besten 
dargestellt werden kann, neben der fiir das Invertinpriparat e 
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aus Léwenbrauhefe ermittelten 8, gezeichnet. Der mehr ais 
doppelt so groBen Affinitit der Oberhefensaccharase entspricht 
ein Abstand der Sp- und S;-Kurve von 0,37 Abszisseneinheiten, 
Fast den gleichen, nimlich 0,39, finden wir zwischen den zu- 
gehorigen Raffinasekurven p und A;,, von denen nur der 
experimentell verifizierte Teil ausgezogen ist, wihrend der 
weitere Verlauf der Dissoziationsrestkurven durch Striche an- 
gedeutet wird. Indem wir nun die Ordinaten der A-Kurven 
durch die in der 2. Spalte der Tabelle 19 angefiihrten Quo- 
tienten zu den Ordinaten der S-Kurven ins richtige Verhiltnis 
setzen!), finden wir: 

Wenn zwei Invertine in bezug auf die Affinitit zum Rohr- 
zucker iibereinstimmen, so ist nicht nur ihre Affinitit zur 
Raffinose gleichfalls tibereinstimmend, sondern es ist auch das 
Verhaltnis der Umsatzgeschwindigkeiten bei beliebiger Zucker- 
konzentration identisch. Nur bei verschiedener Affinitit des 
Enzyms ist auch das Geschwindigkeitsverhiltnis verschieden. 
Messen wir jedoch in diesem Falle das Geschwindigkeits- 
verhaltnis nicht in 0,138 n-Lésungen des Di- und Trisaccharids, 


sondern z. B. bei solcher Konzentration, daB jeweils 50°/, der 
maximalen Saccharasewirkung erreicht sind, so erweist sich der 


auf diese Art ermittelte Quotient Qy (6. Spalte der Tabelle 19: 
iiber seine Berechnung vgl. vorstehende Abhandlung, IJ. Kapitel, 
(22) S. 16) unabhangig vom numerischen Betrag der einzelnen 
Affinitaten als konstant. 

Die mittlere Spezifitat des Hefeninvertins fiir die Hydro- 
lyse von Rohrzucker und Raffinose ist 16, seine Leistungs- 
fahigkeit betragt etwa 2,0. Der in der letzten Spalte der 
Tabelle 19 fiir unendlich hohe Substratkonzentration extra- 
polierte Quotient der Hydrolysengeschwindigkeiten Q.. (vgl. vor- 
stehende Abhandlung, Kapitel II, (15) und (17) sowie Kapitel II], 
S. 25f.) besagt namlich, daf in diesem fiir das Trisaccharid denkbar 
giinstigsten Fall mit der gleichen Invertinmenge fiir jedes ge- 
spaltene Raffinosemolekiil in derselben Zeit der Umsatz von 
nur 2 Rohrzuckermolekiilen erzielt werden kénnte. 





') Vgl. Fig. 1 der voranstehenden Abhandlung. 
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Mit Bezug auf die in der I. Abhandlung, Kapitel IIL an- ie 
gestellten Uberlegungen fassen wir den Inhalt der Tabelle 19 | 
dahin zusammen, da8 das molare Verhiltnis von Saccharase 
und Raffinase unabhangig vom wechselnden Betrag des Zeit- 
wertquotienten fiir jedes Invertin dasselbe ist. Es besteht ie 
daher kein Grund gegen die Annahme, daB das in den Vee 
iblichen Hefen enthaltene Invertin sowohl den Rohr- ee 
zucker als auch die Raffinose zu spalten vermag. 


4, Berechnung des Quotienten aus der Affinitatskonstante. 


Da Saccharase- und Raffinasewirkung in einem gesetz- 
maiBigen Zusammenhang stehen, ist es méglich, die Geschwin- 
digkeit der Raftinosespaltung fiir jede beliebige, nicht mehr als 
8—10°/,ige Lésung des Trisaccharids im voraus zu berechnen, 
wenn die Abhiingigkeit der Saccharasewirkung des betreffenden 
Invertins von der Rohrzuckerkonzentration bekannt ist. Setzen 
wir den Affinititsquotienten des Hefeninvertins Kp: Ks = 15,5, 
seine Leistungsfahigkeit fiir die Hydrolyse von Saccharose und 

Raffinose = 1,9, so finden wir fiir die in Tabelle 20 angefiihrten 
’ Invertinlésungen und -priiparate aus den in der zweiten Spalte 
r mitgeteilten Werten von Kg nach der in der J. Abhandlung 
F Kapitel II abgeleiteten Gleichung (16) das Verhaltnis der Umsatz- 
F geschwindigkeiten von Rohrzucker und Raffinose in 0,138 n- 


n Lésung Qper., neben dem in der 4. Spalte der experimentell ) ie 
bei dieser Konzentration gefundene Quotient Qyer steht. Die | i 

)- Differenzen zwischen den beobachteten und berechneten Werten 

S- iibersteigen nicht die Fehlergrenzen der Quotientenbestimmung. 

ar Nur bei dem aus amerikanischer Brauereihefe isolierten Invertin- 

a praparat g diirfte sich infolge des Gehaltes an Melibiase die 

rf Differenz vielleicht noch erhéhen. 

I, Wir sind daher berechtigt, umgekehrt die Konstanz des 

: Quotienten Raffinasezeitwert 


Saccharasezeitwert ’ | 
die sich beim Vergleich zahlreicher Invertinpraparate ver- te 
schiedenen Reinheitsgrades}) und beim Vergleich der Hefe mit iE 


1) Diese Zs. Bd. 115, S. 180 (1921) und zwar S. 192. 
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den daraus gewonnenen Autolysaten!) ergab, in Erginzung von 
Kapitel II, Abschnitt 3 als Beweis fiir die Unabhingigkeit der 
Invertinaffinitaten vom Reinheitsgrad zu betrachten. Aus dem 
gleichen Grunde deuten wir die an der Brennereiheferasse X1] 
beobachtete Quotientendifferenz (S. 68) als Affinitatsinderung 
des Invertins. 


Tabelle 20. 


Berechnung des Quotienten aus der Rohrzucker- 
affinitat des Invertins. 
































Invertin 
(vgl. Kapitel II, Abschnitt 2) Bs | Cher. | Gret. | Mrer. — Use 
e aus Léwenbriuhefe 0,029 | 6,7 6,7 + 0,0 
nw * 0,040 | 8,1 8,0 + 0,1 
a - 0,040] 81 | 8,3 — 0,2 
f ,, Brennereihefe Kopenhagen 0,017} 5,2 5,0 + 0,2 
g ,, amerikanischer Brauereihefe | 0,020] 5,4 6,1 — 0,7 
h ,, Rasse I 0,016 | 5,0 4,8 + 0,2 
i ,, Rasse XII 0,016} 5,0 5,0 + 0,0 


5. Versuch mit Kochsaft. 


Durch Kochsifte wird, wenn der Rohrzucker und sei 
6-Galaktosid durch dieselben wirksamen Gruppen des Invertins 
angegriffen werden, auch das Verhiltnis ihrer Hydrolysen- 
geschwindigkeiten in dem Sinne geiindert werden, wie es der 
im II. Kapitel, Abschnitt 6 beschriebenen Affinitiitsverminderung 
des Enzyms gegeniiber der Saccharose allein entspricht. Fir 
den folgenden Versuch diente das Autolysat i der Rasse XII 
(Ks = 0,016) und das durch Erhitzen inaktivierte Autolysat « 
der Léwenbrauhefe. Zur Hydrolyse der Raffinose wurde 
6,67 mal mehr wirksames Enzym und 5mal mehr Kochsatt 
verwendet als zur Rohrzuckerinversion. 

Die Drehungsabnahmen nach 10 Minuten verhalten sich 
wie 16:16,5. Daraus ergibt sich der Quotient 6,5 (ber. 6,7). 
wahrend er ohne Kochsaft (vgl. Tabelle 18) 5,0 betrug. 


1) Ebenda S$, 194. 
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Saccharosespaltung: Raffinosespaltung: | as 

















Zeit | Drehung Drehungs- Zeit | Drehung Drehungs- 
an " abnahme ' . abnahme 
(Min.) (°) : (Min.) (°) 
wi. stuecscaslleae te 
0,0 | [4,90] ae 0,0 [13,57] om 
2,0 4,87 0,08 2,0 13,54 0,03 
17,8 4,63 0,27 13,8 13,345 0,225 
30,0 4,415 0,485 24,8 13,14 0,43 
44,2 4,19 0,71 40,0 12,90 0,67 


IV. Zur Kinetik der Invertinwirkungen. 


Vor kurzem haben R. Willstaitter, J. Graser und 
R. Kuhn itber Versuche*) berichtet, die mit Invertinpripa- 
raten hohen Reinheitsgrades angestellt wurden, um den zeit- 
lichen Verlauf der enzymatischen Rohrzuckerinversion kennen 
zu lernen. Die widersprechenden Angaben der Literatur iiber 
die Kinetik der Invertinwirkung lieBen sich nicht auf Ver- 
unreinigungen zuriickfiithren. Die Divergenzen der Beobachtungen 
an Hefeausziigen wiederholten sich beim gereinigten Invertin. 
Dabei wurde beobachtet, ,daB die Invertinkinetik, die nach 
L. Michaelis und H. Davidsohn?) von der Wasserstoffzahl 
unabhingig sein soll, von dieser im Gegenteil stark be- 
einfluBt wird.“ 
»lus wird zu priifen sein, ob die Affinititen des Invertins 
‘ zum Substrat und zu den Spaltungsprodukten von der Wasser- 
: stoffionenkonzentration wesentlich beeinfluBt werden. Da aber 
auch bei konstantem py, nimlich bei optimalem, verschiedener 


| 3 

Reaktionsverlauf vorkommt, so wird ferner zu untersuchen 
: sein, was den Zustand des Invertins beeinflu8t und ob der 
f Fall vorkommt, da8 die Summe der Affinititen der Saccharase 


zu den beiden Spaltprodukten gleich der Affinitaét zur Saccha- 
rose ist.“ 

Im II. Kapitel, Abschnitt 4, wurde gezeigt, da8 die Wirkung 
der H’-Ionen auf das Invertin nicht auf eine Anderung der 





!) Diese Zs. Bd. 123, S. 1 (1922), Kap. D, II, 2. 16 
*) Biochem. Zs. Bd. 35, 8. 386 (1911). f 
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Affinitat des Enzyms oder des Rohrzuckers zuriickgetihrt 
werden kann und daf allgemein die Beteiligung von H’-Ionen 
an einem Dissoziationsgleichgewicht des Invertins, der Saccha- 
rose oder der Rohrzucker-Invertinverbindung nicht midglich 
scheint. Ks wird sich bei der Untersuchung anderer Enzym- 
reaktionen ergeben, ob beim Invertin-Saccharosesystem zufillig 
zwei Gleichgewichte durch wechselnde / in solcher Weise ver- 
schoben werden, daB wir es weder an den Aktivitits-[H']-, noch 
an den Aktivitats-[S]-Kurven bemerken kénnen. Die Abhingig- 
keit der Invertinkinetik vom pq miiBte demnach in der Affinitiit 
der reduzierenden Spaltprodukte zum Invertin ihren Grund 
haben, die in der Nihe des Neutralpunktes doppelt so grof 
wire, als bei der fiir die Zerfallsgeschwindigkeit der Saccharase- 
Saccharoseverbindung optimalen h.?) 


Die wechselnde Kinetik bei optimaler Wasserstoffzahl wird 
sich auf die Affinititsverschiedenheiten des Invertins gegeniiber 
dem Rohrzucker zuriickfiihren lassen. 


Obwohl der in der [II]. Mitteilung iiber Invertin iiber- 
wiegend beobachtete Reaktionsverlauf durch die Gleichung von 
L. Michaelis und M. L. Menten weit besser dargestellt wird, 
als durch das vielfach geltend befundene Gesetz fiir eine mono- 
molekulare Reaktion, ist doch iiberall ein leichtes Fallen der 
Konstanten zu bemerken. Am stirksten trat dies beim Pri- 
parat 7 ein (Tab. 13 der ILI. Mitteilung iiber Invertin), dem die 
geringste Affinitat zum Rohrzucker zukommt. Mit Invertin der 
Rasse XII, das die héchste bisher gemessene Saccharoseaffinitiit 
besitzt, findet man?) dagegen die nach Michaelis berechneten 
Konstanten ansteigend. Das ist nur méglich, wenn die natiir- 
lichen Begleiter des Invertins die Affinitiit zum Rohrzucker 
stirker vermindern, als zu den Spaltprodukten. Die auf S. 59f. 
gegebene Erklarung fiir die Wirkung arteigener und artfremder 





1) Die Abhingigkeit der Invertinkinetik vom p,, konnte jedoch nur 


mit weitgehend gereinigten Enzymlésungen reproduziert werden. Mit 
Hefeautolysaten erhilt man mitunter noch bei py > 7 ansteigende 


Reaktionskonstanten 1. Ordnung. 
*) Die Versuche werden in einer spiiteren Mitteilung bekanntgegebe. 
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Kochsafte laBt diese Erscheinung voraussehen. Bei Verringerung 
der Affinitaét wird das Verhialtnis zwischen den an die reaktions- 
fihigen Gruppen gelangenden und den in Lésung befindlichen 
Zuckermolekilen fiir die Hexosen giinstiger bleiben als fiir das 
Disaccharid. Dasselbe gilt dann fiir das Verhiltnis, in dem 
Saccharose und Raffinose an die aktiven Gruppen gelangen. 
Die im 2. Abschnitt des III. Kapitels mitgeteilten Zahlen deuten 
in der Tat darauf hin, daB mit wachsendem Ky auch der 
Affinititsquotient Kp: Ks zunimmt. Diese Zunahme liegt je- 
doch innerhalb der Fehlergrenzen der direkten Kz - Bestimmung. 
| Da ein und dasselbe Enzym die Hydrolyse von Rohrzucker 
. und Raffinose bewirkt, wird sich die Affinitat des Invertins 
zum Trisaccharid jetzt auch auf indirektem Wege bestimmen 
lassen, z B. aus der Verlangsamung der Rohrzucker- und 
Raffinosehydrolyse durch das gemeinsame Spaltprodukt Fruk- 
tose. 
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V. Figuren. 


Extrakt aus Lowenbréuhefe 


(vgl. Tab. 1, S. 40). 
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Invertin vom Zeitwert 0,85 


(vgl. Tab. 2, S. 41). 
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Invertin vom Zettwert 0,64 
(vgl. Tab. 3, 8S. 42). 
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Invertin d, Zeitwert 0,26, py = 4,4—4,6 
(vgl. Tab. 4, S. 47). 
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Invertin d, Zeitwert 0,26, py = 6,79 
(vgl. Tab. 5, S. 48). 





















O,73+4 
AN 
LAN & 0,066 
i O,O4TS 
0,5 
00,0252 
00,0728 
| _| 1, ~.Minuten 
1 | t -” 
4 70 20 30 40 50 
Fig. 5a. 
ws Ff 
 ] 
0 
S 
a OO 
L j re } 
7,40 7 O 





Fig. 5b. 
K, = 0,040. 
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Invertin e, Zeitwert 0,37 
(vgl. Tab. 6, S. 50). 
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Saccharasewirkung des amerikanischen Invertins 


(vgl. Tab. 7, S. 50). 
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Kg = 0,020. 
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Saccharasewirkung des dinischen Invertins 


(vgl. Tab. 8, S. 51). 
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Invertin der Rasse II 


(vgl. Tab. 9, S. 52). 
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Invertin der Rasse XIT 
(vgl. Tab. 10, S. 53). 
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Invertin aus Lowenbrdauhefe mit danischem Kochsaft 


(vgl. Tab. 11, S. 56). 
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Ky = 0,029. 
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Invertin der Rasse XII mit Liwenbriiukochsaft ‘| 
(vgl. Tab. 12, S. 57). i 
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Danisches Invertin mit danischem Kochsaft 


(vgl. Tab. 13, S. 58). 
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Raffinasewirkung des Invertins der Rasse II | a? 
(vel. Tab. 14, S. 62). a 
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Ky, = 0,24. 
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Raffinasewirkung des Invertins der Rasse XII 


(vgl. Tab. 15, S. 68). 
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Raffinasewirkung des Dénischen Invertins 


(vgl. Tab. 16, S. 64). 
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Raffinasewirkung des Invertins e vom Zeitwert 0,37 


(vgl. Tab. 17, S. 65). 
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Bestimmung der pankreatischen Fettspaltung. 


Von 


Richard Willstitter, Ernst Waldschmidt-Leitz u. Friedrich Memmen. 


Erste Abhandlung tiiber Pankreasenzyme. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie 
der Wissenschaften in Miinchen.) 


Mit 4 Figuren im Text. 
(Der Redaktion zugegangen am 25. September 1922.) 


Theoretiseher Teil. 


Ks gilt als zweifelhaft, ob es méglich ist, die verschiedenen 
Knzyme als chemisch individuelle Stoffe ihrer Menge nach zu 
bestimmen, oder ob sich die Wirkung der Enzyme oder mancher 
von ihnen in unbestimmbarer Weise aus einer Konstellation von 
Kolloiden ergibt. Die beiden einander entgegenstehenden Mig- 
lichkeiten scheinen am besten ausgepriigt vorzuliegen in den 
kohlehydratspaltenden und in den fettspaltenden Enzymen. Beim 
Invertin ist der Satz von der quantitativen Erhaltung der enzy- 
matischen Wirkung, von der Unabhiingigkeit von Begleitstoffen 
und von der Verteilung am meisten gestiitzt.) Die Invertin- 
wirkung bleibt namlich ,,quantitativ erhalten von der Reaktion 
an, die der lebende Pilz auf den Rohrzucker ausiibt, bis zu 
dessen Hydrolyse durch das von Kohlehydraten, Kiweifstoffen, 
Phosphorverbindungen vollig befreite Invertinpriparat“, also auf 


') R. Willstitter, J. Graser u. R. Kuhn, 3. Abhandl. z. Kenntnis 
des Invertins. Diese Zs. Bd. 128, S. 1 (1922). 
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dem Weg von der lebenden Hefe bis zur 1600 fachen Konzentratioy 
in den reinsten Praiparaten. ,,Und ohne daB die enzymatische 
Leistung berithrt wird, liBt sich das Invertin auf oberflichen- 
aktiven Stoffen niederschlagen.“ ,,Die Invertinwirkung ist auch 
unabhangig von dem gesamten Kolloidsystem, in welches das 
Enzym eingebettet ist, von der TeilchengréBe, von der Ver- 
teilung.“ 

Ganz verschieden davon scheint sich das lipatische Enzym 
zu verhalten. Es wird angegeben, daB seine Wirkung von 
Begleitstoffen beeinfluBt, von Aktivatoren gesteigert wird, von 
der Viscositaét und Emulgierung abhingt. Vielfach wird wegen 
der Unentbehrlichkeit der aktivierenden Zusitze nicht fertige 
Lipase, sondern eine Vorstufe, das Lipasezymogen, als Bestand- 
teil des pankreatischen Saftes angenommen.) Von allen mig- 
lichen enzymatischen Wirkungen scheint also am wenigsten 
die lipatische in bestimmtem Verhiltnis zur Stoffmenge des 
Katalysators zu stehen. Aber nur unter dieser Voraussetzung 
kann die Quantitit des Enzyms durch die spezifische Wirkung 
gemessen werden. 

Zu den bekannten Erfahrungen iiber den EinfiuB der 
Begleitstoffe und der Verteilung gesellen sich noch neue in 
unserer Untersuchung. Dennoch fihrt die Arbeit zu dem 
Ergebnis, daB die Lipase, ungeachtet der Abhingigkeit ihrer 
Wirkung von dem gesamten kolloiden System, ihrer Stoffmenge 
nach verfolet werden kann von der Pankreasdriise bis zur 
300 fachen Konzentration in den reinsten Praparaten, was auch 
die jeweils vorhandenen Begleitstoffe seien und die jeweilige 
Verteilung. Die Quantitat der Lipase in irgendeinem Zustand 
ist eine bestimmte und sie lat sich bestimmen ohne Riick- 
sicht auf die Wirkung, welche die Lipase in dem gegebenen 
Zustand ausiibt; sie wird nimlich durch die Wirkung gemessen, 
die sie unter besonderen Umstiinden anzunehmen und aus- 
zuiiben vermag. Beim Invertin ist die Wirkung als unabhiingig 
von Begleitstoffen und Verteilung bezeichnet worden; die 


1) Vel. E. Abderhalden, Lehrb. der physiol. Chemie, 4. Auil., 
Bd. 1, S. 278 f.; Bd. 2, S. 364 (1920/21). 
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Wirkung der Lipase ist nicht nur wie die des Invertins von 
der Aciditit, sie ist in hohem Mafe von Begleitstoffen und 
Verteilung abhingig, aber die Lipase bleibt selbst in ihrer 
Menge quantitativ erhalten und bestimmbar, wenn auch die 
Begleitstoffe und die Verteilung sich wesentlich Andern. 


Der auffallende Unterschied zwischen dem Verhalten von 
Saccharase und Lipase ist kein Unterschied zwischen Enzym 
und Enzym. Er ist vielmehr bedingt durch den Unterschied 
zwischen den Substraten, dem wasserléslichen Rohrzucker und 
dem wasserunléslichen Fett; er ist also ein Unterschied zwischen 
den Systemen Saccharose-Saccharase und Fett-Lipase. Lipase 
und Fett sind in der Reaktion abhangig von den Adsorptions- 
verhiltnissen, deren Verbesserung und deren Stirung fiir die 
enzymatische Wirkung maBgebend sind. 


Ks sind zahlreiche Methoden und Versuche zur Bestimmung 
der Lipase, auch der pankreatischen, veréffentlicht worden. 
Zum Teil beruhen sie auf der maBanalytischen Bestimmung?) 
der bei der Verseifung gebildeten Fettsiure, zum Teil bestehen 
sie in der Messung der sich andernden Oberflachenspannung.’) 
Vielfach wird die lipatische Fahigkeit bestimmt durch die 
Hydrolyse der Butyrine*) oder des Buttersiureithylesters*%), 
-isoamylesters®) und des Salicylsiureamylesters.®) Da es in- 
dessen nicht vorausgesetzt werden durfte“), daB die Glyceride 


1) F. Volhard, Zs. klin. Med. Bd. 42, S. 414 (1901) u. Bd. 43, S. 397 
(1901); W. Stade, Hofmeisters Beitrige Bd. 3, 8. 291 (1902); A. Kanitz, 
Diese Zs. Bd. 46, S. 482 (1905); E. Baur, Zs. f. angew. Chemie Bd. 22, 
S$. 97 (1909); E. Terroine, Biochem. Zs, Bd. 23,8. 404 u. 429 (1909/10); 
A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 65, S. 232 (1910); Bd. 71, S. 238 (1911). 

7) P. Rona u. L. Michaelis, siehe im Folgenden. 

5) P. Rona u. L. Michaelis, siehe im Folgenden. 

‘) I. H. Kastle u. A. S. Loevenhart, Am. Chem. Journ. Bd. 24, 
S. 491 (1900). 

5) M. Bodenstein u. W. Dietz, Zs. fiir Elektrochem. Bd. 12, 
S. 605 (1906); W. Dietz, Diese Zs. Bd. 52, S. 279 (1907). 

6) R. Magnus, Diese Zs. Bd. 42, S. 169 (1904). 

’) E. Abderhalden vertritt die Ansicht (Lehrbuch der physio- 
logischen Chemie, 4. Aufl., Bd. 2, S. 364 (1920/21), ,,daB die Esterasen 
ganz unspezifisch auf esterartige Verbindungen eingestellt sind und 
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hoher und niederer Fettsiuren und die Ester einwertiger 
Alkohole von dem nimlichen Enzym zerlegt werden, so hieltey 
wir es fiir erforderlich, als MaB der pankreatischen Fettspaltung 
auch wirklich die Reaktion des Enzyms auf ein hohes Glyceri 
anzuwenden. 

Zwischen der Bestimmung durch Titration der Fettsiure 
und der stalagmometrischen Methode finden wir den Unter- 
schied nicht wesentlich; beide erfassen die Glyceridhydrolyse 
nur mittels verschiedener Kennzeichen. Wesentlich scheint 
uns fiir die Methode zu sein, ob man die Lipase, so wie sie 
sich zufillig findet, auf das Glycerid einwirken liBt, oder o} 
man sie erst in ein geeignetes System bringt, sei es unter 
Aktivierung oder unter Hemmung, um die Unterschiede im 
Wirkungsvermégen auszugleichen, das je nach Menge und 
Natur der Begleitstoffe wechselt. Fiir eine Methode, um den 
Weg des Enzyms von der Driise bis zum reinen Priiparat zu 
verfolgen, und allgemeiner, um vergleichende Lipasebestimmungen 
auszufiihren, ist die Ausschaltung des Zufilligen im lipatischen 
System entscheidend, soweit es auf den Grad der Wirkung 
Einflu8 ausiibt. 

Die eine und andere von den bekannten Bestimmungs- 
weisen laBt sich fiir den Vergleich der Lipase in verschiedeneu 
Reinheitsgraden ausgestalten. Die empfindlichste und ele- 
ganteste ist die von P. Rona und L. Michaelis’) angegebene 
stalagmometrische Methode, die auf der Zunahme der Ober- 
flachenspannung bei der Hydrolyse von Mono- und Tributyrin 
beruht. Aber die theoretischen Grundlagen dieser Bestimmung 
sind nicht einwandfrei. Es ist zumeist Tributyrin, das als 
Substrat dient. Bei dieser Tropfenziihlmethode geschieht die 


somit Lipase und Esterase Bezeichnung fir die gleiche Fermentart sind” 
Vgl. auch E. Abderhalden u. A. Weil, Fermentforschung Bad. 4, 
S. 76 (1920). 

1) Biochem. Zs. Bd. 31, S. 245 (1911); siehe ferner: P. Rona, Biochem. 
Zs. Bd. 32, S. 482 (1911); Bd. 33, S. 413 (1911); P. Rona u. J. Ebsen, 
Biochem. Zs, Bd. 39, 8. 21 (1912); H. Davidsolkn, Biochem. Zs. Bd. 45, 
S. 284 (1912); Bd. 49, S. 249 (1913); P. Rona u. Z. Bien, Biochem. 7s 
Bd. 59, S. 100 (1914); Bd. 64, S. 13 (1914). 
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Kichung fiir die abnehmenden Konzentrationen des Substrates 
mittels entprechend geringerer Mengen von Tributyrin. Wenn 
die Tropfenzahl z. B. von 146 auf 144, 142 und 137 abnimmt, 
so gilt die Tributyrinmenge als vermindert um 3, 9 und 20°/,. 
Voraussetzung ist dabei, daB die Hydrolyse des Tributyrins 
ohne Zwischenprodukte, welche die Obertlichenspannung merk- 
lich erniedrigen, zu Buttersiure und Glycerin fiihrt, wihrend 
eigentlich die Di- und Mono-Butyrine beriicksichtigt werden 
miiBten. Bei geringen Spaltungen kénnen groBe Fehler ent- 
stehen. Wenn P. Rona!) nicht beim Monobutyrin, hingegen 
bei der so gemessenen Hydrolyse von Tributyrin mono- 
molekularen Verlauf und Proportionalitét von Fermentmenge 
und Reaktionsgeschwindigkeit findet, so kénnen diese einfachen 
Beziehungen wohl nur aus der Kompensation verschiedener 
Einfliisse resultieren. 

Um die Verseifung der hohen Glyceride, fiir die sich das 
stalagmometrische Verfahren nicht anwenden liBt, als MaB 
der lipatischen Pankreaswirkung dienen zu lassen, bestimmen 
wir die entstehende Fettsiure alkalimetrisch. 


Abhingigkeit von der Wasserstoffionen- 
konzentration. 


Der EHinfluB der Wasserstoffzahl auf die lipatische Wirkung 
wird viel beachtet. Es zeigt sich aber, daB diese Abhingig- 
keit, so wie sie gefunden wurde, durch ganz andere, kom- 
pliziertere Faktoren vorgetiuscht oder entstellt wird. Der 
Hinflu8 der Wasserstoffzahl wird von der Aktivierung und 
Hemmung durch Begleitstoffe und Reaktionsprodukte iiber- 
deckt. Gewisse Stoffe, die in der Driise und ihren Ausziigen 
die Lipase begleiten oder die im Darm mit ihr zusammen- 
treffen, wirken im alkalischen Medium aktivierend und sind 
indifferent oder sogar hemmend im sauren Gebiet. Das gilt 
tir Calciumsalze, gallensaure Salze und Hiweifstoffe. Daher 
kann die Kinhaltung konstanter Wasserstoffzahl Schwierigkeiten 
wid Nachteile haben. Im alkalischen Gebiet wirkt die ent- 


') Biochem. Zs. Bd. 33, S. 413 (1912); P. Rona u. J. Ebsen, 
Biochem, Zs. Bd. 39, S. 21 (1912). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXV. 
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stehende Seife in gré8erer Konzentration hemmend, im sauren 
die Fettsaure. 

Unsere Versuche fiihrten zu drei Bestimmungsweisen. 

Ks wurde bisher nach H. Davidsohn’) angenommen, daf 
die Pankreaslipase im sauren Gebiet, von py = 5 an, wirkungs- 
los sei. Allerdings begegneten P. Rona und Z. Bien?) im 
sauren Medium nicht unbetrichtlichen Spaltungen, abweichend 
von der theoretischen Dissoziationskurve. Wir finden nun eben 
die Verseifung im konstant sauren Gebiet (pq 4,7) fiir die 
quantitative Bestimmung geeignet. Die Begleitstoffe der Lipase 
wirken hemmend; fiir die Bestimmung ist es ndtig, noch 
Hemmungskoérper (Albumin) hinzuzufiigen, um die reineren 
Lipaselésungen mit dem Driisenmaterial vergleichbar zu 
machen. 

Fiir eine zweite Bestimmungsweise wird das Medium an- 
nahernd konstant alkalisch gehalten (pq 8,9). Die Begleit- 
stoffe aus der Pankreasdriise aktivieren, fiir die Bestimmung 
miissen daher Aktivatoren (Albumin, Calciumchlorid) zugefiigt 
werden. Die entstehende Fettsiure macht die Anwendung 
einer gréBeren Puffermenge nétig. Aber diese wirkt schiidigend 
auf die Lipase ein, wenn das Enzym in Form reinerer Lisungen 
vorliegt. Daher ist es nicht gelungen, die Bestimmung im 
alkalischen Medium auf reinere Lipase anzuwenden. 

Zumeist bedienen wir uns einer dritten Methode, die auf 
konstante Wasserstoffzahl verzichtet. Die Verseifung, wieder 
unter Aktivierung, beginnt im alkalischen Gebiet und endet 
im sauren. Diese Bestimmungsweise hat sich in vielen Fallen 
bei Lipase von ganz verschiedenem Reinheitsgrad bewahrt und 
sie hat zu tibereinstimmenden Werten mit der Bestimmung 
bei konstant saurer Reaktion gefiihrt. 


Aktivierung und Hemmung. 


Die Wirkung der Aktivatoren besteht nicht in der Um- 
wandlung eines Lipasezymogens in wahre Lipase, denn ohne 
Aktivierung vollziehen die Pankreasdriise und ihre Ausziige 


were = 





1) Biochem. Zs. Bd. 45, S. 284 (1912); Bd. 49, S. 249 (1918). 
®) Biochem. Zs. Bd. 64, S. 13 (1914). 
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die Fettspaltung in saurem Medium mit einer Geschwindigkeit 
yon derselben GréBenordnung, wie sie bei der Spaltung unter 
Aktivierung im alkalischen Gebiet erzielt wird. 

Die Hydrolyse im sauren Medium lehrt auch, daB die 
Aktivierung der Lipase nicht mit der Emulsionsbildung zu- 
sammenhingt. Das Verseifungsgemisch wird bei py = 4,7 
durch Albumin ausgezeichnet emulgiert, aber die Hydrolyse, 
die ohne Zusatz trotz schlechter Emulsion giinstig ist, wird 
zugleich herabgesetzt. 

Der Fall ist méglich, daB ein aktivierender oder ein 
hemmender Zusatzstoff unmittelbar auf das Enzym einwirkt. 
Kr kann auf seine Affinitiitsverhaltnisse einen KinfluB von 
cleicher Art wie H- und OH-Ion ausiiben. Eine solche Wirkung 
dirfte Natriumchlorid auf Diastase haben. 

Der EinfluB der Aktivatoren kann ferner wie der von 
Hemmungskérpern auf Adsorptionswirkung beruhen. Sie wird 
sich entweder gegeniiber dem Enzym oder seinem Substrat 
oder gegeniiber Beiden geltend machen. Im letzteren Fall 
kénnen Enzym und Substrat in eine die Reaktion erleichternde 
Beziehung gebracht werden, besonders wenn eines von Beiden 
lislich, das andere unldslich ist. 

Die zahlreichen Erscheinungen der Lipaseaktivierung lassen 
sich mit der Annahme erkliren, daB die Aktivierung auf der 
Erzeugung von Kolloidteilchen beruht, die zugleich auf Enzym 
und Substrat adsorbierend wirken. Die Erscheinung sei am 
Beispiel des Calciumchloridaktivators erklirt. Im Ammoniak- 
Ammoniumcehlorid-Medium entsteht Seife, die sich mit Calcium- 
chlorid unter Bildung und Abscheidung von Calciumoleat um- 
setzt. Diese Kalkseife ist einerseits Adsorbens fiir Fett, 
andererseits fiir das Enzym. DaB eine Seife Enzym zu ad- 
sorbieren vermag, hat schon im Jahre 1872 O. Hammarsten}) 
am Labferment beobachtet. Solche Adsorbate, 

Calciumoleat 


Lipase Fett 
') Upsala Likareférenings Férhandlingar Bd. 8, S. 63 (1872), Original- 


ref. in R. Malys Jahresber. iiber die Fortschr. der Thierchemie Bd, 2, 
S. 118 (1872), 





+ fi 
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in denen sowohl Enzym wie Substrat gebunden sind, seien 
als komplex bezeichnet. Die Aktivierung kommt nach dieser 
Betrachtung zustande, weil der im komplexen Adsorbat 
geschaffene Adsorptionszustand fiir die sich vollziehende Reak- 
tion giinstiger ist als die unmittelbare Beziehung zwischen 
Lipase und Fett. 

Bemerkenswerter als die Wirkung einzelner Aktivatoren 
auf Lipase, die schon d6fters untersucht wurde, ist das im 
experimentellen Teil beschriebene Zusammenwirken mebhrere, 
Aktivatoren. Es zeigt sich, daB durch eine Kombination 
mehrerer Aktivatoren gréBere Steigerungen erzielt werden als 
von den einzelnen selbst bei Anwendung hoher Konzentrationen. 
Calciumchlorid mit Albumin, glykocholsaures Natrium it 
Albumin sind solche zusammenwirkende Aktivatoren. Dic 
Kombinationswirkung mehrerer Aktivatoren erklirt sich nach 
unserer Vorstellung durch die Annahme, daB sie aufeinander 
chemisch oder mit Adsorptionskriften einwirken und sich zu 
einem Kolloid von gesteigertem, fiir die Beziehung zwischen 
Knzym und Substrat noch giinstigerem Adsorptionsvermiger 
verbinden. Zum Beispiel wird sich Albumin gleich anderen 
Amphoteren mit Calciumchlorid verbinden!) und das Additions- 
produkt mit entstehendem Ammoniumoleat unter Bildung von 
Albumin-Calciumoleat reagieren. Dieses gekoppelte Adsor- 
bens ist vermutlich der Trager der besonders giinstigen kom- 
plexen Adsorptionswirkung auf Lipase und Fett. 


Calciumoleat — Albumin 


Fett Lipase 
In einer demnichst zu verdffentlichenden Arbeit von 
R. Willstatter und F. Memmen iiber die Wirkung der 
Pankreaslipase auf Triacetin und auf Buttersiureester wird 
als eine weitere giinstige Kombination von 2 Aktivatoren 





) Vgl. T. B. Robertson, ,,Uber die Verbindungen der Proteii 
mit anorganischen Substanzen ....“ Ergebnisse der Physiol. Bd. 10. 
S. 216 (1910); ferner: P. Pfeiffer u. J.v. Modelski, Diese Zs. Bd. 3), 
S. 329 (1912) u. Bd. 85, S. 1 (1913); P. Pfeiffer u. F. Wittka, Ber. d. 
Deutsch. Chem. Ges. Bd. 48, S. 1289 (1915); P. Pfeiffer, ebenda Bd. 48, 
S. 1938 (1915). 
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Glycerin mit dlsaurem Calcium beschrieben. Auch hier kann 
das Bild der komplexen Adsorption durch das gekoppelte 
Adsorbens eine Vorstellung davon geben, warum die Aktivatoren 
weder einander ersetzen, noch einfach additiv wirken. 

Wiahrend in den Untersuchungen von S. G. Hedin?) die 
Hemmungserscheinungen bei den Enzymreaktionen auf Bildung 
von Adsorbaten zuriickgefiihrt werden, sind nach unserer An- 
schauung verschiedene Méglichkeiten im Verhalten der Adsorbate 
zu unterscheiden. 

Fiir Adsorbate des Invertins wurde nachgewiesen”), daB 
das Enzym, auch ohne eluiert zu werden, in ihnen seine Wir- 
kung quantitativ unverindert ausiibt. 


Zwei andere Fille werden in den folgenden Versuchen 
mit Lipase beschrieben: solche Adsorbate, in denen das Enzym — 


noch reagiert, aber mit verminderter Wirkung im Vergleich zum 
freien Enzym (Tonerde- und Kaolinadsorbate der Lipase) und 
solche, in denen das Enzym keine Wirkung oder nur noch 
sehr geringe Wirkung ausiibt (Tristearin- und Cholesterin- 
adsorbate der Lipase), obwohl es sich zeigen lift, daB das 
Enzym durch die Adsorption nicht zerstért worden ist. Man 
kann nur einen Teil der Erscheinungen mit der Annahme 
erkliren, daB in den Adsorbaten mit verminderter Wirksamkeit 
das Enzym einem giinstigeren Adsorptionssystem (einem Ad- 
sorbens, das auch fiir das Substrat Adsorptionsaffinitit besitzt) 
entzogen ist. Wihrend das Verhalten der 'lTonerde- und Kaolin- 
adsorbate so verstanden werden kann, geniigt diese Erklirung 
nicht fiir die Tristearin- und Cholesterin-Adsorbate. 

Die hier beobachteten Verhiltnisse lassen erkennen, daB 
ein Enzym in gewissen Adsorbaten so gebunden sein kann, 
(aB seine spezifisch wirkende Gruppe durch die Adsorption in 


*) Vgl. d, zusammenfass. Darstellungen in 8. G. Hedins ,,Grundziige 
d. physikal. Chemie in ihrer Beziehung zur Biologie“, Wiesbaden (J. F. 
Bergmann, 1915) und in den Ergebnissen der Physiol. Bd. 9, S. 433 (1910). 

*) R. Willstitter u. R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 116, S. 53 (1921) und 
zwar §.59; J. M. Nelson u. D.I. Hitchcock, Jl. Am. Chem. Soe. Bd. 43, 
5. 1956 (1921); R. Willstaitter, J. Graser u. R. Kuhn, 3. Abhandl. zur 
Kenntnis d. Invertins, Kap. D, Abschn. 8, Diese Zs. Bd. 123, 8, 1 (1922). 
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Mitleidenschaft gezogen ist. Es gibt also Adsorbate, in denen 
nur derjenige Teil des Enzymmolekils, den man als den kol- 
loiden Trager der aktiven Gruppe bezeichnen kann, an der 
Bindung beteiligt ist (wie Tonerde-Invertinadsorbat), und solche 
Adsorbate (wie Tristearin-Lipase), in denen die Reaktionssphiire 
der spezifischen Gruppe gestért, die Affinitit derselben ab- 
geschwacht wird. 

Wie die Aktivierung auf Verbesserung der Adsorptions- 
verhaltnisse, so lassen sich die Hemmungen auf Stérungen 
derselben zuriickfiihren. Falle von Hemmung, die scheinbar 
sehr verschieden sind, haben das Gemeinsame, daB das hemmend 
wirkende Mittel mit einem fiir die Annaherung des Enzyms 
an sein Substrat giinstigen Adsorbens in Konkurrenz tritt. Der 
Hemmungskérper kann dadurch wirken, da8 dem komplexen 
Adsorbat nur eine der Komponenten entzogen wird oder da- 
durch, daB er selbst das Enzym in der Art adsorbiert wie 
Tristearin und Cholesterin die Lipase, mithin so, daB die 
spezifische Gruppe des Enzyms beeintrichtigt wird. 

Die Hemmungen, mit denen bei der Bestimmung der 
Lipase gerechnet werden mu, sind die im alkalischen Medium 
durch Seife, im sauren durch Olsiiure bedingte und ferner dic 
im sauren Gebiet durch Proteine hervorgerufene. Um die 
Driisenausziige mit der Driisensubstanz selbst hinsichtlich der 
lipatischen Wirkung im sauren Medium vergleichen zu kénnen, 
mu8 man beriicksichtigen, daB in der Driise die Lipase durch 
EiweiBstoffe gehemmt ist. Man fihrt daher die Hydrolyse mit 
Lipase von beliebigem Reinheitsgrad unter Zusatz von Albumin 
durch, damit die Hemmung in allen Fallen gleich grof ist. 
Das Protein diirfte so wirken, daB es in saurer Liésung nur 
Lipase adsorbiert und dadurch die Assoziation von Ol und 
Lipase stort. 

Um die in verschiedenen Organen vorkommenden Lipasen 
zu vergleichen, miissen die von Begleitstoffen aus der betreffenden 
Driise bewirkten Aktivierungs- und Hemmungserscheinungen 
beachtet werden. Diesem Gesichtspunkt hat man bei der 
Unterscheidung der Magen- und Darmlipase’) noch nicht 





'!) Biochem. Zs. Bd. 45, S. 284 (1912); Bd. 49, S. 249 (1913). 
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Rechnung getragen. Sie unterscheiden sich im Wirkungsoptimum, 
das fir Pankreaslipase bei p,, 8—9, fiir Magenlipase bei p,, 4—5 
angegeben wird'), und im Verhalten gegen Galle. Der Unter- 
schied ist von Kk. Laqueur?’) beobachtet und von vielen anderen 
Autoren zitiert worden. Der Versuch bestand darin, daB Magen- 
lipase in ihrem sauren Medium mit Galle gepriift wurde; dabei 
fand keine Aktivierung statt. Es zeigt sich nun, daB gallen- 
saures Salz tiberhaupt nur alkalisch die Fettspaltung aktiviert 
und dab es sie sauer hemmt. Auch der Unterschied im 
Wirkungsoptimum ist nicht sicher, denn die Pankreaslipase 
ist wahrscheinlich an Begleitstoffen reicher, die alkalisch akti- 
vieren und sauer hemmen. 

Ks hat sich in unseren Versuchen bestitigt, daB die 
Pankreaslipase nicht spezifisch fiir Fette ist. In einer folgenden 
Abhandlung wird die Hydrolyse von Olivenél, Triacetin und 
Buttersiureester durch Pankreaslipase vergleichend gemessen 
und es werden die Quotienten dieser Wirkungen fir die Lipase 
in den drei Formen der Driise, der Extrakte und der reineren 
Elutionen bestimmt. Da bei einem gegebenen Driisenmaterial 
die Quotienten bei diesen verschiedenen Reinheitsgraden an- 
nihernd konstant bleiben, so wird es ein einziges Enzym sein, 
das auf die drei Substrate wirkt. 


Experimentelier Teil. 


I. Bestimmung der lipatischen Wirkung 
im System von Aktivatoren bei wechselndem p,,. 


1. Die Verseifung ohne Zusatz von Aktivatoren. 


Fiir die Untersuchung der Fettspaltung, besonders zur 
Bestimmungsmethode, diente als Substrat genau neutral rea- 
gierendes Olivenél, eine einzige Lieferung von der Verseifungs- 
zahl 185,5. Die Lipase lag entweder in Form der Driise oder 
von Lésungen vor. Die Pankreasdriise vom Schwein wurde 
in getrocknetem und staubfein gemahlenem Zustand oder als 


1) L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914. 
S. 70. 
®) Hofmeisters Beitr. z. Physiol. Bd. 8, S. 281 (1906). 
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klar filtrierter wa8riger, hauptsichlich aber Glycerinauszug 
angewandt, aus 1 g trockener Driise mit 16 ccm 87°/, igem 
Glycerin gewonnen. Als Enzym von héherem Reinheitsgrad 
dienten frisch dargestellte Elutionen aus ‘Tonerdeadsorbaten 
der Lipase. Sie waren mit Hilfe von Ammoniumphosphat und 
Glycerin bereitet und rasch mit Magnesiamischung von Phos- 
phorsiure befreit. Daher enthielten die Elutionen Magnesium. 
chlorid, Ammoniumchlorid, Ammoniumacetat und 15—18°/. 
Glycerin. 

Die Spaltung leitete man bei alkalischer Reaktion ein 
und zwar mit einer fir die entstehende Olsiure unzulinglichen 
Menge Puffer, so daB die Reaktion bei 8,5°/, Olspaltung neutral 
war und bei 24°/,, dem Endpunkt unserer Messung, schwach 
sauer, entsprechend p,, 5,5. Der Ammoniak-Ammoniumchlorid- 
Puffer nach L. Michaelis bestand in 0,66 ccm n-NH, + 1,34 com 
n-NH,Cl; sein p,, 9,2 bei 18°, betrug 8,9 bei der Versuchis- 
temperatur von 30° 

Das Ol wurde mit dem auf 10—11 ccm verdiinnten Enzyn 
und 2ccm Puffer, im ganzen 13 ccm der wibrigen Fliissigkeiten, 
in einer weithalsigen Flasche von 30 ccm Inhalt mit gut ein- 
geschliffenem Glasstopfen angeschiittelt, und zwar 3 Minuten 
lang gleichmaBig kraftig mit der Hand, und 57 Minuten im 
Thermostaten von 30° belassen. 

Besondere Versuche ergaben, daB das Anschiitteln vou 
3 Minuten ausreicht und da8 kriftige Dauerschiittelung im 
Thermostaten unnétig ist, sogar eine Erniedrigung des Spal- 
tungswerts bewirken kann. Das angewandte Enzym war ein 


sehr wirksames Pankreaspulver von starkem Gehalt an Hiweil- 
stoffen und Kalk. 


Mit 10 mg Pankreas: 12,4°/, Spaltung bei 3 Min. Anschiittelung. 


10,6 “ », Dauerschiittelung. 
= jp 18,7 i , 8 Min. Schiitteln. 

15,1 = » Dauerschiittelung. 
o Te - 24,8 - » 3 Min. Anschiitteln. 

19,2 ‘i » Dauerschiittelung. 


Zur Titration spiilen wir den Flascheninhalt mit 96°), 
Alkohol in einen Erlenmeyerkolben, so daB das Volumen der 
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alkoholischen Fliissigkeit 125 ccm betrigt. An ihrer Oberflache 
befinden sich Oltropfen, die Seife und Enzym einschlieBen und 
die Titration stéren wiirden; daher wird durch Vermischen mit 
20 com Ather die Lésung vervollstindigt, In der alkoholisch- 
itherischen Fliissigkeit wirkt die Lipase nicht weiter, wihrend 
in nur alkoholischem Medium ihre Wirkung noch langsam fort- 
schreitet. Als Indikator verwenden wir 12 Tropfen 1°/, iger 
alkoholischer Lésung von Thymolphthalein, das bei Gegenwart 
unseres Puffers einen schirferen Umschlag als Phenolphthalein 
zeigt, und titrieren mit n/10- bis n/1l-alkoholischer Kalilauge 
zu einem deutlich blauen Farbton. Dabei titriert man auSer 
der gebildeten Fettsiure, wie Willstitter und Waldschmidt- 
Leitz?) fiir die alkalimetrische Bestimmung von Ammonium- 
salzen und Peptiden gezeigt haben, auch die Salzsiure des 
Ammoniumehlorids und die amphotere Substanz der Protein- 
cruppe, die in der Driise und ihren Ausziigen vorkommt. 
Dieser Alkaliwert des Puffers ist bekannt, und der des Enzym- 
priparats wurde durch Vergleichsbestimmungen kontrolliert. 
Ks zeigte sich, daB die vorkommenden EiweiBsubstanzen hin- 
sichtlich des Alkaliverbrauchs im Versuche unverindert blieben, 
daB sie also keinem me8Sbaren tryptischen Abbau unterlagen. 


In einem Spaltungsversuch mit 40 mg Pankreaspulver wurden 

2,80 cem n-KOH verbraucht. Davon entfielen 1,34 eem auf den Puffer, 

| 0,07 cem auf das Protein der Driise, also 1,39 cem auf gebildete Fett- 

siure. Vom Glycerinauszug der Pankreasdriise verbrauchten 0,25 ecem 
in alkoholischer Lésung 0,02 cem n-KOH. 

Bei Anwendung einer Elution entfielen beispiclsweise von 2,94 cem 

n-KOH auf den Puffer 1,34 eem, auf Ammonsalze der Elution 0,05 ccm, 

- also 1,55 eem auf die Olspaltung. 


Die Reproduzierbarkeit der Versuche war befriedigend; 
sie wird im Abschnitt ,,Bestimmungsmethode“ nochmals_be- 
handelt und soll hier fir die unvollstiindigen Verseifungs- 
bedingungen nur mit 2 Beispielen erliutert werden. 

40 mg Pankreaspulver Nr.I spalteten in 60 Minuten a) 29,85°/,, 
b) 29,84°/,. 0,20 ccm Glycerinauszug (aus Pankreasprobe Nr. IT) 
spalten in 60 Minuten a) 17,1°/,, b) 17,7°/,. 

: San 


') Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 
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2. Wirkung einzelner Aktivatoren. 


Die Wirkung einzelner Aktivatoren verschiedener Art, die 
schon in ausfiihrlichen Arbeiten friiherer Forscher festgestellt 
war, wurde in unseren Versuchen bestatigt. Wihrend E. F. Ter. 
roine’) beobachtete: ,,Das MHinzufiigen von irgendwelchen 
viscisen Substanzen zu einer Mischung von Ol und Pankreas- 
saft beschleunigt die Spaltungsgeschwindigkeit bedeutend*, fiihrt 
er die Wirkung der Gallensalze nicht auf ,,eine Beeinflussung 
der Léslichkeit oder der Homogenitéit der zu _ spaltenden 
Mischungen“ zuriick, sondern erklirt sie mit der ,Annahme, 
daB die beschleunigende Wirkung der Gallensalze einer direkten 
Wirkung auf das Ferment zuzuschreiben ist“. Diese besondere 
Annahme fiir die Gallenwirkung erscheint uns nicht gerecht- 
fertigt. 

In diesen Untersuchungen von E. F. Terroine und der- 
jenigen von A. Hamsik?) iiber den EinfluB der Galle war die 
aktivierende Wirkung von Erdalkalisalzen noch nicht erwihnt. 
Sie ist von H. Pottevin®), A. Kanitz4) und C.A.Pekelharing') 
aufgefunden und von Pekelharing®‘), aber gewiB nicht zu- 
treffend, auf die Beseitigung der bei der Spaltung entstehenden 
Fettsiure zuriickgefiihrt worden. 

Die Erklarung fiir die Aktivatoren sehen wir nicht in 
ihrem emulgierenden Einflu8. Die Wirkung der vielen ver- 
schiedenen und verschieden erklarten Aktivatoren scheint uns 
auf der gleichen Ursache oder auf ahnlicher zu beruhen und 
das Gemeinsame in der Erzeugung koiloider Teilchen zu liegei, 
die adsorbierend wirken und zwar auf das Enzym und auf 
sein Substrat zugleich. 

Calciumsalze erzeugen die Ausscheidung von Kalkseifen. 
Galle und gallensaure Salze wirken auf Proteinsubstanzen der 





1) Biochem. Zs. Bd. 23, S, 404 u. 429 (1909/10). 

*) Diese Zs. Bd. 65, 8S. 232 (1910). 

3) O. R. Bd. 136, 8. 767 (1903). 

*) Diese Zs. Bd, 46, S. 482 (1905). 

5) Diese Zs. Bd. 81, S. 855 (1912). 

®) Vgl. auch P. Rona u. Z. Bien, Biochem, Zs. Bd. 64, S. 13 und 
zwar §. 27 (1914). 
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Driisenausziige fallend. Hiermit ist das Verhalten von Albumin 
gegen die bei der Fettspaltung entstehenden Seifen zu ver- 
gleichen. Kine besondere Stellung nimmt unter den Aktivatoren 
das Glycerin ein, das erst in sehr hoher Konzentration wirkt. 
Einerseits ist die Lipase ausgesprochen glycerinophil, ander- 
seits ist Glycerin imstande, groBe Mengen Seife zu lésen, und 
diese wieder vermag Fett zu adsorbieren. 

Fiir die Prifung eimiger Zusiitze gelten die Versuchs- 
bedingungen des 1. Abschnittes. In allen Fallen sind die 
Aktivatormengen bedeutend im Verhiltnis zur Enzymmenge. 


Wirkung von Calciumcehlorid. 


0 1 #10 80 mg CaCl, 
Mit 0,2 cem Glycerinauszug aus Pan- 


kreasprobe Nr. II... ... . 4,0 74 19,4 23,4 
Mit 0,25 eem Glycerinauszug aus Pan- 

kreasprobe Nr. III. . .. . . 46 — 175 — 
Mit 2cem wiB8rigem Auszug aus — 

kreasprobe Nr. IT. . .....%76 — 231 — 


Wirkung von glykocholsaurem Natrium. 


0 5 10 25 40 80 mg glykochol- 
Mit 0,2 cem Glycerinaus- (saur. Natrium 
zug a.Pankreaspr. Nr.II 4,0 — 109 — 18,5 19,5 
Mit 0,75cem wiBr. Auszug 
a. Pankreasprobe Nr.I 2,1 55 — 175 — — 


Wirkung von Albumin (aus Hiern). 


0 8 15 30 mg Albumin 
Mit 0,25 eem Glycerinauszug aus 
Pankreasprobe Nr.I . . . . . 60 15,4 17,0 19,5 


Wirkung von Glycerin. 


0 7 15 30 60 80 °/, Glycerin 
Mit 0,25 cem Glycerinauszug 
aus Pankreasprobe Nr.I 6,0 9,2 12,7 14,4 17,5 17,2 


Auf Fehlen von Aktivatoren ist es zuriickzufiihren, dab 
die Bestimmung von Glycerinausziigen der Pankreasdriise ohne 
Anwendung von Aktivatoren zu niedrige Ausbeute von Lipase 
anzeigt. Wiahrend die Filtrierriickstainde nur noch wenig Lipase 
enthalten, bewirken sie eine so hohe Aktivierung der Glycerin- 
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ausziige, daB die Ausbeute in diesen zusammen mit dem Gehalt 
der ungelésten Anteile der ganzen urspriinglichen Menge der 
Lipase entspricht. 














Sanpmmiieniel “Spaltung Gehalt i in 9), hee 
in °/, des Ols soi idl sapere 
Pankreasprobe Nr. III, 156mg . . 13,1 100 
Glycerinauszug, 0,25ceem. ... . 5,5 32 
Riickstand, 003g . . . 4,7 23 
0,25cem Glycerinauszug + 0 03g Riick- 
ee eg oe ek Cele ee eee 12,0 91 
Pankreasprobe Nr. IV, 15,6mg. . . 15,0 100 
Glycerinauszug, 0,50cem. . .. . 6,9 38 
Riickstand, 0,087g . . . . 4,6 18 
0,50 eem Glycerinauszug + 0,037 g 
PN. a ee ae 14,4 96 








Da es der Driise selbst nicht an EiweiBstoffen fehlt, so 
wird die Wirkung des Pankreaspulvers durch Albumin und 
durch Glycerin nicht gesteigert, wihrend die daraus gewonnenen 
Ausziige durch diese Zusitze aktiviert werden. Dagegen zcigt 
sich die Wirkung des Erdalkalisalzes und des Glykocholats 
auch in den Versuchen mit der getrockneten Driise. So wurde 
erkannt, daB die vergleichende Bestimmung von Lipase in den 
Driisen, den Extrakten und Elutionen auf die Anwendung eines 
Systems von Aktivatoren zu griinden ist. 


3. Zusammenwirken mehrerer Aktivatoren. 


Die Wirkung einzelner Aktivatoren, Calcium- und Gallen- 
salze, wurde schon friither beobachtet, aber nicht die einer 
Kombination mehrerer Aktivatoren. Es zeigt sich in den Ver- 
suchen, die in der Tabelle I zusammengestellt sind, daB durch 
das Zusammenwirken schon zweier Aktivatoren stirkere Akti- 
vierung erzielt wird als von den einzelnen selbst bei Anwendung 
ungewohnlich hoher Konzentrationen. Dies gilt z. B. fiir die 
Kombination von Albumin + Calciumchlorid (Vers, Nr. 10 u. 11), 
ferner von Albumin + glykocholsaurem Natrium (Vers. Nr. 13, 
14, 15), endlich fiir die Kombination der drei Aktivatoren 
Albumin, Calciumchlorid und gallensaures Salz (Vers. Nr. 16 
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Tabelle I. fh 
Kombination verschiedener Aktivatoren. 


(Versuche 1—17 mit 0,20 cem Glycerinauszug aus Pankreasprobe LI. 
Versuche 18—22 mit 0,25 cem Glycerinauszug aus Pankreasprobe ILI. 
Versuche 23 und 24 mit 2,5 cem Diammonphosphatelution aus Tonerde- 



































adsorbat.) 
Vers.- CaCl, Natriumglykocholat} Albumin Spaltung 
Nr. mg mg mg ‘ 
1 — ~ -_ 4,0 
2 1 _ ~ 7,4 
8 10 -— ae 19,4 
{ — 10 a 10,9 
5 — 80 —- 19,5 
6 set ~— 90 17,4 ‘ 
7 1 — 15 17,2 : 
8 1 10 — 18,9 pee 
9 10 10 — 13,6 ‘ 
10 10 — 15 23,6 ie 
il 20 _ 30 27,2 ci 
12 40 a 60 25,8 3 
13 es 10 15 20,8 ‘ 
14 -_ 20 30 22,8 im 
15 — 30 30 21,2 Ms 
16 1 10 15 23,4 a 
LT 10 10 15 23,4 Pr a 
18 — ie — 4,6 Fs 
i9 ous -_ 15 14,5 ie 
20 10 — — 17,3 a 
21 1 — 15 17,5 ie 
22 10 - 15 25,0 3 
, 23 1 — 15 14,2 i 
, 24 10 _ 15 22,7 * 
) und 17), wihrend glykocholsaures Natrium und Calciumchlorid E 
) ohne Albumin, die schwer lésliches Kalksalz bilden, sich nur £ 
wenig verstirken. Vergleicht man im Versuche Nr. 16 die Spal- £ 
ie 


tung von 23,4°/, des Ols auf Zusatz von 15mg Albumin, 1 mg 
Valciumchlorid und 10 mg Natriumglykocholat mit der Wirkung 








110 R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen, 


der beiden biniren Aktivatoren 15 mg Albumin + 1 mg (Cal- 
ciumchlorid oder 10 mg Natriumglykocholat + 1—10 mg Cal- 
ciumchlorid, wobei die Spaltungen nur 14—17°/, betragen, 
so wird man zu einer Erklirung der natiirlichen Reaktions- 
verhiltnisse gefiihrt. Denn in der Driise, die man ohne Re. 
riicksichtigung dieser Verhiltnisse stirker wirksam finden wiirde 
als ihren in quantitativer Enzymausbeute gebildeten Glycerin- 
auszug, wird nicht ein einzelner Aktivator in sehr erheblicher 
Menge zur Verfiigung stehen, sondern eine Anzahl von Be- 
gleitstoffen in kleiner Konzentration. Das gilt um so mel 
fiir die Funktion des Pankreassaftes und sein Zusammenwirken 
mit der Galle im Darm. 


Fiir die Bestimmungsmethode ist aber der Zusatz von 
gallensauren Salzen entbehrlich. Diese sind in den Driisen- 
priparaten nicht oder nur in sehr geringer Menge enthalten, 
man braucht ihren Einflu8 nicht zu beriicksichtigen, gewisser- 
maBen einzuschalten. Auch erreicht man mit einer gréBeren 
Menge Calciumchlorid (10 mg) und Albumin (15 mg) einen 
Kombinationseffekt, der eine weitere Steigerung durch gallen- 
saures Salz nicht mehr eintreten laBt. Calciumion und Eiweii 
aktivieren schon bedeutend in den Mengen, in denen sie als 
Beimischungen in den Enzympriparaten in Betracht kommen. 
Vielleicht sind andere Proteine noch wirksamer als Albumin, 
ttber dieses hat geniigt, um die Driisenausziige und die reineren 
Elutionen mit der Driise vergleichbar zu machen. 


Die hier beschriebene Kombinationswirkung der verschie- 
denen Aktivatoren, zu denen noch die bei der Fettspaltung 
entstehenden Seifen hinzutreten, ist im theoretischen Teile mit 
der Annahme von Verbindungen aus ihnen (gekoppelten Ad- 
sorbentien) erklirt worden, die kolloider Natur sind und die 
sich durch besondere Adsorptionswirkungen betitigen. 


4. Bestimmungsmethode. 


Die Methode soll die vergleichende Bestimmung der Mengen 
von Lipase im Laufe ihrer Reinigung erméglichen, den Ver- 
gleich der Enzymgehalte in den mit Glycerin oder Wasser 
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bereiteten Ausziigen mit dem Ausgangsmaterial, der Driise, 
andererseits den Vergleich der durch eine Reihe von Adsorptions- 
und Elutionsprozessen gewonnenen reineren Lésungen mit den 
rohen Driisenausziigen. Die Methode beruht auf der im ersten 
Abschnitt beschriebenen Spaltung bei anfangs alkalischer, am 
Ende saurer Reaktion und vervollstiindigt das System mit den 
zusammenwirkenden Aktivatoren Calciumchlorid und Albumin. 
Hs war nur notig, die Aktivierung so weit auszubilden, daB 
die an Begleitstoffen verhiiltnismiBig armen Glycerinausziige 
mit dem Driisenpulver verglichen werden konnten; dann geniigt 
die Aktivierung auch fir alle reineren Lésungen. Es braucht 
also nicht die Steigerung der enzymatischen Wirkung zum 
maximalen Werte angestrebt zu werden. Fiir die getrocknete 
Driise ist eine miBige Aktivierung hinreichend, so daB man 
fiir die Ausbeutebestimmungen von der Driise bis zu den 
reinen Préparaten von der wechselnden Zusammensetzung des 
Organmaterials unabhingig ist. Die Aktivierung durch Calcium- 
chlorid und Albumin ist, wie aus der Tabelle I hervorgeht, 
schon mit 10 mg Calciumchlorid und 15 mg Albumin so be- 
deutend, daB der HinfluB der Proteine und der Kalkverbin- 
dungen der Driise dadurch iibertroffen wird. Wenn auch die 
Wirkung durch viel gréBere Zusiitze noch iiberboten werden 
cann, so scheinen doch die gewihlten Konzentrationen der 
Aktivatoren zu geniigen, um die Bestimmung vom Reinheits- 
srad der Lipase in sehr weiten Grenzen unabhingig zu machen. 

Nur fiir phosphathaltige Elutionen ist die Menge des 
Calciumchlorids unzureichend. Hiufig wurde vor der Bestimmung 
die Phosphorsiiure mit Magnesiamischung ausgefallt. Es erwies 
sich aber auch als zulissig, bei nicht zu hohem Phosphatgehalt 
um den &quivalenten Betrag von Calciumchlorid die Menge 
des Aktivators zu vermehren. 

Die Verseifungsproben werden immer in der gleichen 
Reihenfolge der Komponenten angesetzt, niimlich so, daB man 
das Enzymmaterial mit Wasser auf 10 ccm bringt, 2,5 g Olivendl 
und 2 com Puffer einfillt, dann 0,5 ccm 2°/, ige Calciumchlorid- 
lisung und, zweckmiBig nach kurzem Durchschiitteln, zum 
Schlu8 0,5 ccm 8°/, ige Albuminlésung zufiigt. Durch gleich- 
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miBiges und kriftiges, 3 Minuten langes Anschiitteln mit de; 
Hand wird unter Bildung einer Ausscheidung von Calciumoleat 
die anfangs trage Verseifung eingeleitet, das Aktivatorensystem 
erst vervollstiindigt, ein bestimmter Adsorptionszustand her- 
gestellt, an dem sich Seife, Aktivatoren, Ol und Lipase be- 
teiligen. Dabei entstehen durch die Aktivatoren stabilisierte. 
charakteristische Emulsionen, aber die Emulsion selbst ist nicht 
das Bedingende fiir die Spaltung. Es war nicht geniigend, 
gut zu emulgieren, um gut zu spalten (vgl. auch die Spaltung 
in saurem Medium). Die Dauer der Einstellung eines gewissen 
Emulgierungszustandes beim Anschiitteln gibt dem geiibten 
Beobachter schon ein ungefihres MaB der Lipase. Mit einer 
iiber die Norm hinausgehenden Zahl von Lipaseeinheiten (z. B. 
1 L.-E.) wird unter den konstanten Bedingungen der Bestimmung 
schon in weniger als 2 Minuten, mit einer zu geringen Zabll 
(z. B. 0,3 L.-E.) noch nicht in 3 Minuten dieser Zustand erzielt. 
Die Beobachtung wird erleichtert, indem wir den Ansatz regel- 
miBig 10 Sekunden schiitteln, dann 5 Sekunden stehen lassen 
und diese alternierende Behandlung 12 mal vornehmen. Man 
beobachtet mit 0,5—0,8 L.-E. 3 Zustinde. 

1. In 1/, Minute: grobe Flocken von Kalkseife scheiden 
sich ab, sind im Ol verteilt und steigen mit dem Ol in die 
Hohe. 

2. In weiteren 11/, Minuten: eine mehr kisige oder saliue- 
artige Emulsion wird gebildet, die nicht die ganze Fliissigkeit 
erfullt, sondern sich beim Unterbrechen des Schiittelns sofort 
als eine Sahneschicht, alles Ol enthaltend, iiber der wiBrigen 
Lésung absondert. 

3. In der dritten Minute: die Ausscheidung ist feiner, 
durch die ganze Fliissigkeit verteilt, so da eine dichte, gleich- 
miBige Milch gebildet ist und daB die Emulsion einige Zeil 
bestehen bleibt. Dieser Zustand entspricht einer Spaltung von 
etwa 4°/). 

Wenn dieser Zustand erreicht ist, niitzt Fortsetzung des 
Schiittelns nichts mehr, obwohl in der Dauer der Bestimmung 
Entmischung der Emulsion (nicht etwa der Sahne) erfolgt. 
Nach 60 Minuten bei einer Spaltung von 10—20°/, ist nimlich 
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eine homogen aussehende Sahne, die alles Ol einschlieBt, tiber 
einer klaren oder milchigen Fliissigkeit abgesetzt. Das Aus- 
sehen am Ende ist eimigermafen wechselnd, es ist weniger 
charakteristisch fiir den Verlauf der Spaltung als die Emulgie- 
rungserscheinung in den ersten 3 Minuten. Nur sehr niedrige 
Spaltungsgrade sind sofort an der Abscheidung von klarem 
Ol iber milchiger oder sogar klarer Fliissigkeit zu er- 
kennen. 

Hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der Hydrolyse und 
der Proportionalitat von Reaktionsgeschwindigkeit und Enzym- 
menge ist unter den Bedingungen dieser Methode keine Gesetz- 
miBigkeit zu erwarten. Man hat die Wahl zwischen der Hy- 
drolyse des Fettes in einem dem homogenen System sich 
nihernden und chemisch einfachen Medium von konstanter 
Wasserstoffzahl und der Hydrolyse in einem makroheterogenen 
System, dessen Zusammensetzung sich durch Zusatze und die | 
entstehende Seife verwickelt gestaltet. Im ersten Falle laBt DI 
sich anstreben, dab die Glyceridspaltung, obwohl sie keine ¢ 
einfache Reaktion ist, das Bild einer monomolekularen Reaktion ia 
bietet. Allein man {wird auf solche Weise schwerlich Lipase 
in verschiedenen Reinheitsgraden vergleichend bestimmen kénnen. 
Im zweiten Falle wird das Bild des Reaktionsverlaufs durch 
eine Anzahl von Mibstainden entstellt. Dazu gehért der Wechsel 
in der Aciditat infolge der Bildung der Fettsiure, ferner und 
hauptsichlich der EKinfluB der im Verhialtnis zur Lipase sehr 
reichlich auftretenden Seife. Von dieser wird die Lipase in- 
aktiviert, wahrscheinlich dadurch, daB die Seife mit dem 
reaktionsbefordernden ,,komplexen“* Adsorbens konkurriert und 
den Adsorptionszustand von Enzym und Substrat stort. Unter 
den meisten und verschiedensten Bedingungen ist auch mit 
dem stérenden Kinflu8 des Enzymverderbens, zunehmend mit 
der Reinheit der Lipase, zu rechnen. 

Der Bestimmungsmethode liegt die Beziehung zwischen 
Enzymmenge und Spaltungsgrad zugrunde, die wir mit einer 
guten Pankreasprobe (ungefaihr 500 g eines Gemisches vorsichtig 
setrockneter Pankreasdriisen vom Schwein) gemessen haben 
und die in der Fig. 1 wiedergegeben ist. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXY. 
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1,33 mg Driise ergaben in 1 Stunde 17,4°/, Spaltung. 
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Fig. 1. Lipasemenge und Verseifungsgrad. 


Die von kleinen Pankreasmengen (1—10 mg) in einer 
Stunde bewirkten Spaltungen sind infolge der sehr giinstigen 
Bedingungen hoch. Die Leistungsfahigkeit des Enzyms wird 
anschaulich, wenn man beriicksichtigt, daB unsere reinsten 
Praparate die Lipase 300 mal konzentrierter enthalten als die 
getrocknete Driise. 

Bei 24—25°/, Spaltung wird die Kurve abgeknickt und 
von diesem Punkt an entspricht groBer Zunahme der Enzyn- 
menge nur eine geringe Vermehrung der Spaltung. Die Be- 
stimmung ist daher so einzurichten, daf die Hydrolyse zwischen 
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10 und 24°/, fallt. Uberschreitet die Spaltung 24°/,, so sollte 
sie mit der halben Enzymmenge wiederholt werden. Aus der 
Spaltung, die von einer zu bestimmenden Menge Lipase unter 
den gegebenen Bedingungen bewirkt wird, geht hervor, von 
wieviel Milligramm unserer Pankreasprobe sie bewirkt wor- 
den ware. 

Als Lipaseeinheit (L.-E.) bezeichnen wir die Menge 
Lipase, die unter den bestimmten Bedingungen (im Volumen 
von 13 ccm, enthaltend 2 com NH,—NH,Cl-Puffer von p, 8,9 
und als Aktivatoren 10 mg CaCl, und 15 mg Albumin) bei 
30° in einer Stunde 24°/, von 2,5 g Olivenél (Verseifungszahl 
185,5) spaltet. Es ist anschaulich, daB dies die Lipasemenge 
von | cg einer gewissen, von uns untersuchten getrockneten 
Pankreasprobe ist. Der Lipasegehalt eines Extraktes, einer 
Elution u. dgl. wird durch die Anzahl der Lipaseeinheiten 
ausgedriickt. ig 

Es wird nicht ausgesagt, daB das MaB Lipaseeinheit einen 
genauen Mengenvergleich der Pankreaslipasen verschiedener 
Herkunft gibt, sondern es dient nur geniigend genau fir den 
quantitativen Vergleich der aus einem Driisenmaterial ge- 
wonnenen Lésungen und Priparate. 

Das MaB fiir die Konzentration der Lipase, fiir ihren 
Reinheitsgrad, nennen wir Lipasewert (L-W.). Darunter 
wird die Anzahl der Lipaseeinheiten in einem Zentigramm 
einer Substanz verstanden. 

Beispiele: 

1. 6,25 mg Pankreasprobe Nr. III ergaben 15,1°/, Spaltung, was 
nach Fig. 1 der Wirkung von 0,52 L.-E. entspricht. Der Lipasewert 
| dieses Driisenmaterials ist 
| 0,52-10 

6,25 

2. Aus 10 g derselben Pankreasdriisen, enthaltend 832 L.-E., wurde 
mit 160 cem Wasser ein Auszug dargestellt. Davon ergaben 0,20 ccm 
18,1°/, Spaltung, entsprechend 0,68 L.-E. Daher enthilt der Extrakt in 


160 cem 544 L.-E. Die Ausbeute (Filtration ohne Verlust gedacht) be- 
triigt 659/,. 





= 0,83. 


Die Reproduzierbarkeit dieser Bestimmungen war be- 
triedigend. 


&* 
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1. 4mg Pankreasprobe Nr. IV. bewirkten Olspaltung a) entsprechend 
1,27 cem 0,8 n-KOH, b) 1,25 cem 0,8 n-KOH. Daraus ergibt sich a) 12,49), 
Spaltung und 0,36 L.-E., b) 12,3°/, Spaltung und 0,35 L.-E. 

2. 1,95 ccm phosphatfreie Elution aus erstmaligem Tonerdeadsor)at 
bewirkten Olspaltung entsprechend a) 1,26, b) 1,26 0,8 n-KOH. Daraus 
ergibt sich a) und b) 12,4°/, Spaltung und 0,36 L.-E. 

Der mégliche Titrationsfehler von + 0,03 ccm, z. B. 0,8 n- 
KOH, bedingt bei 10—20°/, Spaltung einen Fehler von 
+ 0,01 L.-E. 

Bestimmungen mit verschiedenen Mengen desselben Lipase- 
materials ergaben, auch wenn sie zu weit auseinanderliegenden 
Punkten der Kurve fiihren, iibereinstimmende Lipasewerte. 

Von Pankreasproben Nr. IIIf bewirkten a) 10 mg 17,8°%,, b) 5 mg 
11,6°/, Spaltung. Hieraus ergaben sich die Lipasegehalte von a) 0,66, 
b) 0,82 L.-E. 

Unsere empirische Bestimmungsweise, deren Wesen die 
Herstellung eines Aktivatorensystems ist, erlaubt natiirlich 
zahlreiche Abinderungen, vielleicht Verbesserungen; sie hat 
nur die Bedeutung eines brauchbaren Beispiels. Zu den ver- 
inderlichen Faktoren der Verseifung gehért die Menge und 
die Natur des Oles. Verindert man unter den angegebenen 
Bedingungen die Menge des Oles, so steigt bei Vermehrung 
die quantitative Leistung der Lipase bedeutend, in geringerem 
Mage sinkt bei verminderter Olmenge die Leistung, wihrend 
sie sich an steigenden Bruchteilen des Substrates vollzieht. 


Versuche mit 0,20 cem Glycerinauszug aus Pankreasprobe 
Nr. IV (entsprechend 0,48 L.-E,) 

Mit 0,625 g Ol wurden verbr. 1,08 cem 0,8 n-KOH, entspr. 42,4°, 
Spaltung. 

Mit 1,250 g Ol wurden verbr. 1,19 cem 0,8 n-KOH, entspr. 23,4°, 
Spaltung. 

Mit 2,500 g Ol wurden verbr. 1,48 ccm 0,8 n-KOH, entspr. 14.5! 
Spaltung. 

Mit 5,000 ¢ Ol wurden verbr. 2,31 cem 0,8 n-KOH, entspr. 11,4’ 
Spaltung. 

Der Vergleich des angewandten Olivendéles mit verschiedenen 
andern Olen, Sesam-, ErdnuB- und Ricinusél, ergibt betriicht- 
liche, z. T. groBe Unterschiede zugunsten der anderen (le. 
ErdnuB- und Sesamél werden merklich rascher, Ricinusél be- 
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deutend rascher verseift, obwohl die Ricinusélsaure starker 
suuer ist als Olsiure und andere hohe Fettsiuren. 


5. Bewihrung der Methode. 


Die Bestimmungsmethode kontrollierte die in der nach- 
folgenden Abhandlung beschriebene priaparative Arbeit und 
ihre Zuverlissigkeit hat sich bei zahlreichen Anwendungen be- 
stiitigt. Bei der Gewinnung von Driisenausziigen und bei den 
Reinigungsvornahmen durch Adsorption fiihrte die analytische 
Methode zu keinem Widerspruch. In einigen Beispielen wird 
ihre Brauchbarkeit deutlich, wenn die Ausbeute in einem 
Extrakt zusammen mit der Enzymmenge im ungelisten Anteil 
oder die Ausbeute in einer Elution zusammen mit dem Enzym- 
gehalt der Adsorptionsrestlésung annihernd auf 100°/, stimmen. 


1, Beispiel: Ausbeute im Glycerinextrakt. 


Von der Pankreasprobe Nr. IV ergaben 7,8 mg 17,1°/, Spaltung, 
entsprechend 0,63 L.-E. 

20 g dieses Pankreasmaterials (1615 L.-E.) wurden 4 Stunden lang 
bei 30° mit 320 eem 87°/,igem Glycerin ausgezogen, abgesaugt und auf 
der Nutsche 2 mal mit je 100 ccm 87°/,igem Glycerin gewaschen. Man 
erhielt 440 ecem Glycerinlésung (einschlieBlich Waschfliissigkeit) und 
52,4 g¢ glycerindurehtrinkten Filterriickstand. 

a) Glycerinauszug: 0,35 cem ergaben 21,7°/, Spaltung, entsprechend 
0,87 L.-E., daher in 440 cem: 1095 L.-E., entsprechend einer praktischen 
Ausbeute von 68°/,. 

b) Filterriickstand: 0,041 g ergaben 14,5°/, Spaltung, entsprechend 
0,48 L.-E., daher in 52,4 g: 610 L.-E. 

Die Bestimmung des Riickstandes ergab also 38°/,, vielleicht etwas 
zu viel infolge der verhiiltnismaiSig groBen Proteinmenge im unléslichen 
Anteil. Die Summe der Lipase in der Lésung und im Riickstand 
betrug 105°/, vom Ausgangsmaterial. 


2. Beispiel: Ausbeute bei einmaliger Adsorption 
mit Tonerde. 


Fiir die Versuche diente ein mit der fiinffachen Menge Wasser ver- 
diinnter Glycerinauszug. 

1,00 cem dieser Lipaselisung ergab 16,5°/, Spaltung, egtsprechend 
0,60 L.-E. 

2400 cem Lipaselésung, 1440 L.-E. enthaltend, wurden einer un- 
volistindigen Adsorption mit Aluminiumhydroxyd unterworfen. Das 
Adsorbat eluierten wir mit glycerinhaltigem alkalischem Phosphat. 
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a) Elution, 970 ccm. 

0,50 cem ergaben 11,4°/, Spaltung, entsprechend 0,31 L.-E., fiir 
die gesamte Elution 601 L.-E. 

b) Adsorptionsrestlésung 2540 ccm. 

2,00 cem ergaben 15,1°/, Spaltung, entsprechend 0,51 L.-E. und fiir 
die gesamte Restlésung 648 L.-E. 

Die Summe der Restlésung und der Elution betrug 87°), 
des Ausgangsmaterials, Die Differenz von 13°/, braucht nicht 
Analysenfehlern zugeschrieben zu werden, da die Elution des 
1. Tonerdeadsorbats selten mit quantitativer Ausbeute verlauft. 

3. Beispiel: Ausbeute bei wiederholter Tonerde- 
adsorption und Elution. 

Angewandt 4350 ccm einer durch einmalige Adsorption mit Ton- 
erde und Elution gereinigten Lésung von 638 L.-E. 

3,00 cem dieser Liésung ergaben 13,9°/, Spaltung, entsprechend 
0,44 L.-E. 

Nach wiederholter Adsorption und Elution mit alkalischem Phosphat 
verteilte sich die Lipase auf 970 ccm 2. Elution und 500 cem Adsorptions- 
restlosung. 

a) Elution. 

1,00 cem ergab 17,6°/, Spaltung, entsprechend 0,65 L.-E. Daher 
Gehalt der Elution 631 L.-E. 

b) Restlésung. 

10,00 cem ergaben 0,7°/, Spaltung, entsprechend 0,007 L.-E., daher 
Gehalt der Restlésung 3,5 L.-E. 

In diesem Versuch wurden 99°/, der angewandten Enzym- 
menge in den beiden Anteilen wiedergefunden, bei einer Wieder- 


holung des Versuches 100°/,. 


6. Hemmungserscheinungen. 
Altern der getrockneten Pankreasdriise. 


In einer Anzahl von Fallen fanden wir in den Glycerin- 
ausziigen der Driise Ausbeuten von viel mehr als 100°/, der 
im Ausgangsmaterial bestimmten Lipase. Wiahrend z. B. die Be- 
stimmung in 5,0 g Pankreasprobe Nr.I 320 L.-K. ergab, fanden 
wir in der entsprechenden Menge Glycerinauszug (80 ccm) 
504 L.-E., also 157°/,. Solche Beobachtungen beziehen sich nur 
auf einige Monate altes, getrocknetes Pankreasmaterial, dessen 
lipatische Wirksamkeit beim Aufbewahren EinbuBe erlitten 
hatte. Es zeigte sich aber, daB bei einigem Stehen mit Gly- 
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cerin die getrocknete Driise wieder ganz oder annahernd den 
urspriinglichen Wert erreichte, da8 also die Ausbeute im 
Glycerinauszug der tiblichen von 80—85°/, entsprach. Auch 
bei einstiindigem Digerieren mit Wasser erholte sich der 
lipatische Wert, um bei langerer Kinwirkung von Wasser unter 
den Ausgangswert zu sinken. Die beim Digerieren mit Wasser 
beobachteten Lipasegehalte resultieren aus der hier wie mit 
Glycerin erzielten Erhéhung und der in waBriger Lésung stets 
erfolgenden Enzymzerstérung. Die scheinbaren Lipaseverluste 
in den getrockneten Driisen beruhen wahrscheinlich darauf, 
daB das Enzym von den Begleitstoffen, z.B. mehr und mehr 
koagulierenden Proteinen, fester eingehiillt und verklebt wird, 
so daB es unter den Bedingungen der Bestimmung nicht voll- 
stindig zur Wirkung gelangt. 


Zahl der Lipase-Einheiten in 12,5 mg Driise. 








Ohne Mit Vorbehandlung 
a Vorbehandlung (30°, mit 0,5 ccm) 
probe Glyceri WwW 
21.11. | 29, 1V. gran yee 
1 Stde. | 4 Stdn. | 1 Stde. » | 4 Stdn. 
Nr. I 1,67 0,80 1538 (1,57 7 1,10 | 0,67 
Nr. II 1,03 0,83 108 | 101 | — ee 








Verhalten in Tonerde- und Kaolinadsorbaten. 


In den Tonerde- und Kaolinadsorbaten ist die Lipase 
zwar noch wirksam, aber man kann nur einen Teil der zu er- 
wartenden Lipasegehalte darin bestimmen. Es ist nicht etwa 
Knzymverlust im Adsorbat eingetreten, man findet vielmehr 
in den Elutionen mehr Lipaseeinheiten als in den Adsorbaten. 
Die Bestimmungsmethode ist also fir solche Adsorbate nicht 
brauchbar. Dieser Fall gehért zu den im theoretischen Teil be- 
handelten Hemmungserscheinungen. Er ist wohl dadurch bedingt, 
daB ein solches Adsorbat einerseits keine geniigende Adsorptions- 
affinitait fiir das zu spaltende Fett besitzt und daB es anderer- 
seits die Lipase nicht leicht genug an das fiir die enzymatische 
Wirkung geeignete Adsorptionssystem abgibt. 
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Fiir einen derartigen Versuch verarbeiteten wir 50 ccm 
Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr. IV mit einem Gehalt voy 
194 L.-E. 


0,25 cem Glycerinauszug bewirkten 23,5°/, Spaltung, entsprechend 
0,97 L.-E. 

Die Glycerinlésung wurde mit der fiinffachen Menge Wasser 
verdiinnt und mit 50 ccm Tonerdesuspension adsorbiert. Mittels 
der Zentrifuge trennten wir 330 ccm Restlésung von 16,8 ¢ 
wasserhaltigem Tonerdeadsorbat. 


a) Adsorptionsrestlésung. 


3,00 ccm bewirkten 6,6°/, Spaltung, entsprechend 0,11 L.-E. — Ge- 
samtmenge 12 L.-E. 


b) Adsorbat. 

0,168 g bewirkten 19,3°/, Spaltung, entsprechend 0,73 L.-E. — Ge- 
samtmenge 73 L.-E. 

In beiden Anteilen zusammen fehlen 56°/, der angewandten 
Lipase. — Das Aluminiumhydroxyd eluierten wir darauf 2 mal 
mit je 125 ccm alkalischer Phosphatlésung und bestimmten die 
erhaltenen Elutionen einzeln. 

a) Erste Elution. 

0,625 ecm ergaben 17,3°/, Spaltung, entsprechend 0,63 L.-E. — Ge- 
samtmenge 126 L.-E. 

b) Zweite Elution. 

1,25 cem bewirkten 12,5°/, Spaltung, entsprechend 0,37 L.-E, — Ge 
samtmenge 37 L,-E. 

Die Elutionen enthielten also 223°/, der Lipasemenge, 
die im Adsorbat bestimmt werden konnte, und die Summe der 
Lipasegehalte von Elution und Adsorptionsrestlésung betrug 
90°/, vom Enzym des Ausgangsmatertals. 


Verhalten der Tristearin- und Cholesterinadsorbate. 


Noch mehr gehemmt ist die Lipase in der Form ihrer 
Adsorbate in Cholesterin und in Tristearin, und diese sind 
daher fiir die quantitative Bestimmung ganz ungeeignet. Man 
findet nur einen kleinen Bruchteil wie 6°/, der zu erwartenden 
Enzymmenge. Auch Zusatz von Paraffinél war ohne Einflui 
auf das Verhalten des Tristearinadsorbats, wihrend Olivenil, 
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mit Paraffindl gemischt, von Lipase in anderer Form gut ge- 
spalten wird. 

Es gelang aber nachzuweisen, da8 auch diese fast un- 
wirksamen Adsorbate das Enzym anfangs nicht im zerstérten 
Zustand, sondern nur gehemmt enthalten. Die Lipase lieB sich 
nimlich daraus, wie in der folgenden Arbeit genauer beschrieben, 
mit alkalischem Phosphat in Ausbeuten von 30—60°/, eluieren. 


Erstes Beispiel. 


750 ccm einer einmal durch Tonerdeadsorption gereinigten 
Enzymlésung wurden aufs Vierfache verdiinnt und die Lipase 
daraus mit 15 g Tristearin adsorbiert. Das Adsorbat saugten 
wir rasch ab und bestimmten seinen lipatischen Wert sofort. 

2,00 ecm der angewandten Enzymlésung bewirkten 12,6°/, Spaltung, 
entsprechend 0,37 L.-E., daher betrug die Gesamtmenge 139 L.-E. 

a) Tristearinadsorbat. 


0,086 g ergaben 2,3°/, Spaltung, entsprechend 0,03 L.-E., daher 
wurden im gesamten Adsorbat gefunden 5,6 L.-E, 


b) Adsorptionsrestlésung. 


8,00 cem ergaben 6,7°/, Spaltung, entsprechend 0,11 L.-E. — Ge- 
samtmenge 41 L.-E. 


Nach der Differenz zwischen angewandter und Restlésung 
sind vom Tristearin 98 L.-K. aufgenommen worden. 

Zweites Beispiel. 

Das Ausgangsmaterial bestand in 1200 ccm einer zweimal 
durch Tonerdeadsorption gereinigten Lipaselésung mit einem 
Gehalt von 135 L.-E. 

4,00 cem ergaben 14,2°,, Spaltung, entsprechend 0,45 L.-E. 

Das Enzym wurde aus der auf 4225 ccm verdiinnten 
Fliissigkeit mit 15 g Tristearin adsorbiert und darin sogleich 
nach dem Absaugen bestimmt. 

a) Tristearinadsorbat. 


0,107 g bewirkten 3,0°/, Spaltung, entsprechend 0,04 L.-E. Im Ad- 
sorbat waren also nur 6 L.-E. bestimmbar. 


b) Adsorptionsrestlésung. 


7,00 eem bewirkten 3,4°/, Spaltung, entsprechend 0,04 L.-E. Der 
Grehalt der Restlésung betrug daher 24 L.-E. 
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Aus der Differenz zwischen Ausgangsmaterial und Rest- 
lésung ergibt sich, daB 111 L.-E. vom Tristearin adsorbiert wurden, 


II. Bestimmung der lipatischen Wirkung in alkalischem Medium 
bei konstantem p,,. 


Um die Fettspaltung bei konstanter alkalischer Reaktioy 
auszufiihren, bedarf es sehr groBer Puffermengen. Es gelingt 
mit 10 ccm des Gemisches von 5 n-NH, und 5 n-NH,Cl, das 
im Verhiltnis 1:2 p,, = 8,9 ergibt. Unter diesen Bedingungen 
ist die Fliissigkert 1,7 n-ammoniakalisch. -Die Genauigkeit der 
Bestimmung wird dadurch beeintrichtigt, daB man die ge- 
bildete Fettsiure bei der Titration aus der Differenz von zwei 
groBen Zahlen, dem gesamten Alkali und dem fir die Salzsiiure 
des Puffers erforderlichen, ermittelt. Hauptsichlich scheitert 
aber diese Bestimmungsweise an der Empfindlichkeit der Lipase, 
und zwar der in Form von Elutionen in reinerem Zustand 
vorliegenden, gegen die starke Pufferlésung. 

Die Puffermenge liBt sich indessen vermindern, wenn man 
sich begniigt, die alkalische Reaktion annahernd konstant zu 
halten, so daB der Wasserstoffexponent von Beginn bis zu 30°), 
Spaltung nur bis etwa p, 8,7 ansteigt. Die Anderung gegen- 
iiber den Bedingungen der im 1. Kapitel angegebenen Methode 
besteht darin, daB der Puffer 5mal konzentrierter und in 
21/, facher Menge angewandt wird; die wiBrige Lésung, 121/, mal 
mehr Ammoniak enthaltend, ist 0,52 n-ammoniakalisch. Von 
diesem Puffer in der Konzentration wie bei der Lipasebestimmung 
(5 com auf 16 verdiinnt) wird das Ol bei 30° in 2 Stunden 
nicht meBbar angegriffen. 

Das mit Wasser auf 10 ccm gebrachte Enzym wird mit 
2,5 g Olivenél und mit 5 com des aus (1,67 ccm) 5 n-NH, und 
(3,33 ccm) 5 n-NH,Cl zusammengesetzten Puffers versetzt; dazu 
kommen 10 mg CaCl, und 15mg Albumin in je 0,5 ccm Wasser, 
so daB die wiBrige Fliissigkeit 16 ccm betrigt. Fiir das An- 
schiitteln, die Versuchstemperatur und die Titration gelten dic 
friheren Angaben; nur war wegen der gréBeren Puffermenge 
stiirkere Alkalilauge (1,5 n-alkohol. KOH) erforderlich, worin der 
gréBte Teil auf die Salzsiure des Ammoniumchlorids enttiel. 
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Beispiel: 

Versuch mit 0,100 cem Glycerinauszug, Dauer 30 Minuten, ver- 
braucht 11,97 cem 1,5 n-KOH. Davon entfallen: auf den Puffer 11,11 cem, 
auf amphotere Bestandteile des Extrakts 0,02 cem, bleiben also fiir die 
abgespaltenen Fettsiiuren 0,84 ccm, entsprechend 15,3 °/, Spaltung. 

Die zusammenwirkenden Aktivatoren Calciumchlorid und 
Albumin tiben, wie die folgende Tabelle zeigt, bei der Ver- 
seifung im alkalischen Medium einen nicht geringeren Einfluf 
aus wie bei wechselnder Reaktion, der die Unterschiede im 
Reinheitsgrad der Lipase auszugleichen vermag, 


Tabelle Il. 


Kombination der Aktivatoren bei Verseifung im alkalischen 
Medium. 


0,20 cem Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr. I; 2,5 g Ol; 5 cem 
Puffer; 1 Stunde. 








CaCl, Albumin Spaltung 
Nr. 1 — 8,4 
oe 10 — 34.3 
a ns 15 18,8 
anil 10 15 43,2 











Der Kinflu8 der Aktivierung mag in diesen Versuchen 
etwas abgeschwiicht zum Ausdruck kommen, da sich bei weit- 
gehender Spaltung (Nr. 4) die Verschiebung der Wasserstoffzahl 
im ungiinstigen Sinne bemerkbar machen kann. Die lipatische 
Wirkung im alkalischen Medium iibertrifft diejenige bei 
wechselndem p,. Vom Glycerinauszug aus Pankreasprobe 

| Nr.I, der fiir diese Versuche mit Wasser auf das 5 fache 
| Volumen verdiinnt wurde, ergaben 0,5 ccm (verd.) unter den 
| Bedingungen unserer Bestimmungsmethode 16,2°/, Spaltung, 


in der gleichen Zeit im alkalischen Medium 24,5°/, Spaltung 


: des Ols. 7 ae 
Die Abhingigkeit des Grades der Hydrolyse von der i ee 
Reaktionszeit wurde mit Enzymmengen bestimmt, die im Ver- 6 


, hiltnis von 1:16 stehen. Die gefundenen Werte sind in der 
Tabelle IIT angegeben und in der Fig. 2 dargestellt. 
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Tabelle III. 
Zeitlicher Verlauf der lipatischen Wirkung in alkalischey 

















Medium. 
Nr. —o cele Gehait Zeit Spaltung 
ecm L.-E. Min. of P 
a 0,063 0,075 60 5,6 
2 0,063 0,075 120 9,0 
II, 3 a) u. b) 0,125 0,15 60 9,1; 10,1 
4 0,125 0,15 120 13,3 
Ill, 5 0,250 0,30 30 10,0 
6 a) u. b) 0,250 0,30 60 13,5; 15, 
7 a) u. b) 0,250 0,30 120 17,3; 17,5 
IV, 8 0,500 0,60 15 10,6 
9 0,500 0,60. 30 15,8 
10 0,500 0,60 60 24.5 
V, 11 1,000 1,20 15 16,1 
12 1,000 1,20 30 26,7 


In diesen Versuchen erwies sich das Produkt aus der 
Knzymmenge und der Zeitdauer fiir einen gewissen Grad der 
Verseifung nicht als konstant. Die Versuche mit lingerer 
Dauer und kleineren Enzymmengen sind, abgesehen von den 
im vorliegenden Kapitel erdrterten Kinfliissen wie der Hemmung 
durch die Seife, dadurch im Nachteil, daB das Enzym gegen 
den Puffer nicht geniigend bestindig ist. Um diesen Hinfluf 
kennen zu lernen, bestimmten wir in vergleichenden Versuchen: 

2ccm eines 10fach verdiinnten Glycerinauszugs a) bei 
30 Minuten Dauer unter den Bedingungen der Hydrolyse in 
alkalischem Medium, b) nach 30 Minuten langem Stehen, be! 
30° mit 5 ccm 5 n-Puffer und 8 ccm Wasser, dann unter den- 
selben Bedingungen. Die Spaltung betrug a) 31,2, 32,0, 31,6 °/,; 
b) 27,8, 27,8°/,. In viel hdherem Maf8e unterliegen die reineren 
Lipaselésungen der Schadigung durch den Puffer. Beispiels- 
weise bewirkte 1,00 com einer (48 Std. aufbewahrten) Elution 
aus Tonerdeadsorbat bei p, = 8,9 Verseifung von 9,2°/,, hin- 
gegen nach einstiindiger Kinwirkung des Puffers (5 ccm aut 
15 ccm verdiinnt) bei 30° nur 4,6°/, Spaltung. Beim Steheu 
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mit dem unverdiinnten Puffer wurde die Zerstérung der Lipase 

n fast vollstiindig. 
Wahrend sich die Lipase der Driise und der Glycerin- 
ausziige im alkalischen Medium ohne betrichtliche Differenz 
28 
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in 
el gegeniiber unserer Methode bei wechselndem p,, vergleichend 
ne bestimmen lieBe, steht ihrer allgemeinen Anwendung die 
» Kmpfindlichkeit der reineren Lipaselésungen im Wege, fiir die 
en sich zu ungiinstige Enzymgehalte ergeben wiirden. 
s- Kine frisch dargestellte Elution aus Tonerdeadsorbat ent- 
on hielt in 0,5 com 0,33 L.-E. Die Bestimmung im alkalischen 
n- Medium ergab mit 0,5 ccm in 30 Minuten 7,8°/, Spaltung. 
uf Dieser Grad der Hydrolyse entspricht nach Figur 2 einer Lipase- 


menge von nur 0,23 L.-E. in der Form des Glycerinauszugs. 
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Dieselbe Elution enthielt nach 24 Stunden, nach der Be- 
stimmungsmethode mit wechselndem p,, gemessen, noch 0,49 L.-K, 
in 1 ccm. Bei der Hydrolyse im alkalischen Medium ergal) 
nun 1 ccm in 30 Minuten nur eine Spaltung von 9,2°/, dic 
gemaB Fig. I] schon durch 0,29 L.-E. des Glycerinauszugs 
bewirkt wiirde. 

Die Elution ergab also nur 60—70°/, der Werte, dic 
man unter den schonenderen Bedingungen der empfohlenen 
Methode findet. 


III. Bestimmung der lipatischen Wirkung unter Hemmung in 
sauerem Medium. 


Die Untersuchung der Olspaltung bei sauerer Reaktion 
fiihrt zu einer weiteren Methode fir die Bestimmung des 
Knzyms. Sie ist tiberdies fiir die Kennzeichnung seiner 
Wirkungsbedingungen nétig, tiber die sich viele widersprechende 
Angaben in der Literatur finden. Endlich gewinnt man durch 
den Vergleich der lipatischen Wirkung in alkalischem und 
sauerem Medium eine Entscheidung iiber die Homogenitit des 
lipatischen Enzyms. 

Die Fettspaltung liBt sich bei konstanter Aciditit mit 
Pankreaslipase ohne irgendwelche Aktivatoren oder emul- 
gierende Mittel gut ausfiihren. Dabei kommt keine gute 
Emulsion zustande, sondern nach dem Anschiitteln findet rasche 
Entmischung statt. Man erkennt hier, namentlich in den Ver- 
suchen mit emulsionsbeférdernden, spaltungshemmenden Zu- 
sitzen, wie gering die Bedeutung der Emulsion fiir die lipa- 
tische Wirkung ist. Damit die entstehende Fettsiure keinen 
EinfluB auf die Wasserstoffionenkonzentration ausiibt, stellen 
wir von Anfang an mit Natriumacetat-Essigsiiure-Puffer p, = 4, 
ein, etwa den Wasserstoffexponenten, den man beim Anschiitteln 
von kiuflicher Olsiure mit Wasser beobachtet. 

Die folgenden fiir die Bestimmung im saueren Medium 
vorbereitenden Versuche wurden in derselben Weise wie die 
oben beschriebenen mit dem auf 10 ccm verdiinnten Knzym 
ausgefiihrt und zwar bei 30° mit 2,5 g Olivendl. (Verseifungs- 
zahl 185,5) und mit 2,00 cem Puffer, bestehend aus gleichen 
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Teilen n/2-Essigsiure und n/2-Natriumacetat, unter 3 Minuten ’ 
dauerndem Anschiitteln. Da der Alkaliverbrauch gering ist, | 
titrieren wir in alkoholischer Lésung mit 0,1-n alkoholischer | 
Kalilauge. 

Z. B. wurden nach einem Spaltungsversuch mit 25 mg der Pankreas- 
probe Nr. IV 12,22 ecm n/10KOH verbraucht. Davon entfielen 5,00 cem auf 
die Essigsiure des Puffers und 0,37 cem auf die in alkoholischer Lésung 
alkalibindenden Amphoteren der Driise. Daher werden von der ge- 

. bildeten Olsiiure verbraucht 6,85 ccm, entsprechend 8,29 °/, Spaltung. 

Fir die Verseifung im saueren Medium haben wir keine 

Aktivierung durch Zusiitze beobachtet. Calciumchlorid war ohne 


Wirkung. 


Mit 0,4 cem Glycerinauszug 
von Pankreasprobe IV. Spalt. ohne CaCl, 3,7; mit 1 mg CaCl, 3,7 °/, 


‘s ” | oa . » to a Oe » sal , 
Durch gallensaures Salz wurde die Verseifung stark ge- 
hemmt. 
Mit 0,4 cem Glycerinausz, Nr. IV: Sp. 3,7; mit 20 mg glykochols. 
Natr. 0,9 °/>. 
: Mit 0,4 cem Glycerinausz. Nr. I: Sp. 12,02; mit 10 mg glykochols. 
Natr. 5,8 °/). 


Auch Albumin wirkte, obwohl es ausgezeichnete Emulsionen 
entstehen lieB, entschieden hemmend und zwar in denselben 
Mengen, die bei alkalischer Hydrolyse stark aktivieren. 


Mit 0,4cem Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr. IV 
Albuminzusatz Omg; Spaltung 3,8°/,; Sahne entmischt. 


‘ e pe 4,1 ,,; gute Emulsion. 
F 99 6 9? 9 3,0 9 3 ”? ” 
) ” 15 ,, ” 1,8 5,5  » ” 
$0 . i 1,6 ., ; sehr dicke Emulsion. 


) +P] 


Die hemmende Wirkung der EiweiBstoffe darf bei der Be- 
stimmung in sauerem Medium nicht auBer Acht gelassen 
werden. In einer Anzahl Bestimmungen bei p, = 4,7 fielen 
die Werte, fiir welche unsere Bestimmungen nach der Methode 
mit wechselndem p,, eine Kontrolle boten, fiir die proteinarmen 
Glycerinausziige im Verhiltnis zu den getrockneten Pankreas- 
(riisen zu hoch aus; andererseits ergab ein an Proteinen be- 
sonders reiches Pankreasmaterial zu niedrigen Lipasegehalt. 
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Ebenso wichtig wie die Aktivierung fiir die alkalische oder zy 
Beginn alkalische Hydrolyse ist also die Hemmung durch Kiweit 
fiir die Bestimmung im saueren Medium. 

Der Verseifungsansatz wurde daher mit 15 mg Albumin 
vervollstindigt, obwohl dieser Zusatz die Spaltungsbetriage sehr 
herabdriickte. Unter diesen Bedingungen erwies sich das Ver- 
haltnis zwischen den Hydrolysen bei p,, = 4,7 und denjenigen 
bei wechselndem p, als konstant und als unabhingig vom 
Driisenmaterial und von der Reinheit der Lipase. Diese Uber- 
einstimmung macht es héchst unwahrscheinlich, daB es in der 
Pankreasdriise verschiedene lipatische Enzyme gibt, von denen 
eines hauptsichlich sauer, ein anderes vorzugsweise alkalisch wirkt. 

Die Beziehung zwischen Enzymmenge und Spaltung ist 
unter den neuen Bedingungen sehr einfach. Die Spaltung ist 
nimlich in dem untersuchten Bereich (bis etwa 10°/,) der 
Knzymmenge proportional (Fig. 3). 








70 
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Fig. 3. Enzymmengen und Spaltung (py = 4,7). 


Fiir die folgenden Versuche (1 Stunde) hat dasselbe 
Pankreasmaterial gedient, wie oben fiir die Bestimmung det 
Lipaseeinheit. 





Menge Spaltungsiiquivalent 
mg L.-E. *h. fiir 1 L.-E. 
6,600 0,66 1,45 2,20 

13,200 1,32 2,75 2.08 

20,000 2,00 4,50 2,25 

40,000 | 4,00 9,00 2,25 





Gehalt an 





Spaltung 
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Die Menge Lipase, die bei wechselndem p,, unter hoher a 

: Aktivierung 24°/, des Ols spaltet, bewirkt in sauerem Medium { 
unter starker Hemmung 2,25°/, Spaltung. Dieser Grad der 

4 Spaltung unter den bestimmten Bedingungen im saueren Medium 

. entspricht also der L.-E. Daher lift sich die L.-E. auf 

i Grund der Hydrolyse bei sauerer Reaktion, die in konstantem 

” Verhiltnis zur Hydrolyse bei wechselnder Wasserstoftzahl steht, 

, auch definieren als diejenige Lipasemenge, die bei py = 4,7 

“ unter den bestimmten Bedingungen bei 30° in 1 Stunde 

= 2,25°/, von 2,5 g Olivenél spaltet. 


Die nachstehenden Versuche mit anderem Pankreasmaterial 

















t. bestitigen das Verhiltnis zwischen der Lipaseeinheit und der 
t Spaltung im saueren Medium. 
1 Spaltungs- 
| Gehalt RP 
Menge 1-E Spaltung iiquivalent 
eee fiir 1 L.-E. 
Pankreasprobe Nr. I, 
Glyc.-Auszug . . 0,40 cem 2,32 5,15 %/, 2,22 
desel. 0,20. ,, 1,16 2,64 ,, 2.27 
desgl. 0,10 ,, 0,58 1,29 ,, 2,22 
desgl. 0,05 ,, 0,29 0,59 ,, 2,03 
Pankreasprobe Nr.LV | 25,00 mg 2,06 4,60 ,, 2,23 
Glyc.-Auszug aus der- 
Mae +. Kh 0,40 cem 0,97 2.08 ,, 2,09 
Die beiden Methoden fiihrten auch bei einer Elution aus 
zh++ eo eee 
9 ~~ 4——}} ——------+ 
pe © a 
ae as 

























Belt > 
Fig. 4. Zeitlicher Verlauf mit verschiedenen Enzymmengen (P= 4,7), 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXV. 9 i 
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Tonerdeadsorbat zu iibereinstimmenden Werten. Die Be- 
stimmung (mit 0,50 ccm) bei wechselndem p,, ergab 0,60, in 
sauerem Medium 0,63 L.-E. 

Der zeitliche Verlauf der Verseifung bei sauerer Reaktion 
laBt keine einfache Beziehung erkennen. Die Reaktions.- 
geschwindigkeit sinkt mit der Zeit bedeutend, wie die Tabelle | 
und Fig. 4 zeigen, es miissen aber dabei verschiedene LKin- 
fliisse im Spiele sein. 


Tabelle IV. 


Zeitlicher Verlauf der lipatischen Wirkung in sauerem 














Medium. 

Nr. pai erates Gehalt Zeit Spaltung 

ecm L.-E. Min. * 

2 0,050 0,29 60 0,59 
| 0,100 0,58 60 1,29 
3 0,100 0,58 120 2,38 
Ill, 4 0,200 1,16 15 1,48 
5 0,200 1,16 30 2,29 

6 0,200 1,16 60 2,64 

7 0,200 1,16 120 3,17 

8 0,200 1,16 240 5,61 
7, 0,400 2,32 15 2,71 
10 0,400 2,32 30 4,51 

11 0,400 2,32 60 5,15 

12 0,400 2,32 120 1,35 
13 0,400 2,32 240 41,15 





Der Natriumacetat-Essigsiiure-Puffer trigt nicht Schuld 
an dieser Abnahme der Geschwindigkeit, unter seinem Einflui 
trat keine Zerstérung des Enzyms ein. Ein Glycerinauszug 
(Pankreasprobe Nr. II), den wir vor der Bestimmung (mit 


Glycerinauszug Glycerinauszug 
Glycerinauszug | 2 Std. bei 30° mit | 2 Std. bei 30° mit 


ohne Vorbehandlung | 2ccm Puffer (verd. | 2 eem Puffer und 
auf 12 ecm) 15mg Albumin 














Spaltung | 2,82; 2,71; 2,66 °/, 3,40; 3,36 °/, 8,45; 3,22 °/, 
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e 0,4 com, 30 Min.) mit dem Puffer stehen lieBen, zeigte sogar | 
n etwas gesteigerte lipatische Wirkung, vermutlich, weil unter | 
diesen Bedingungen gewisse hemmend wirkende Begleitstoffe 
mn des Knzyms einer Verainderung unterliegen. 
S- Fiir die Verlangsamung der Hydrolyse ist hauptsichlich 
V die Olsiiure verantwortlich. In vergleichenden Versuchen be- 
n- stimmten wir 0,4 ccm Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr. | 
unter den angegebenen Bedingungen, aber mit 30 Minuten 
Dauer mit und ohne Zusatz von Olsiure. 
Ohne Zusatz von Olsiiure 4,51°/, Spaltung 


Mit Zusatz von 0,1345 ¢ Olsiure 2,48 ,, 
Mit Zusatz von 0,2675 g Olsiiure 2,07 ,, 


”? 


” 

Die freie Olsiiture wirkt also stark hemmend. Diesen Kin- 
uf hat E. F. Terroine?) mit sehr groBer Olsiuremenge schon 
beobachtet, indessen nicht in konstant sauerem Medium. Unter 
unseren Versuchsbedingungen wird die Wasserstoffionenkonzen- 
tration durch die zugesetzte und die entstehende Olsiure 
nicht erhodht. 


') Biochem. Zs. Bd. 23, 8. 404 und zwar S. 410 (1909/10). 
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A. Theoretiseher Teil. 
I. Zur Methodik der Enzymadsorption. 


1. Aufgaben der Adsorptionsmethoden. 


Die Enzyme sind, abgesehen von ihrem spezifischen Re- 
aktionsvermégen, soviel man weib, chemisch indifferente Stoffe. 
Auch soweit sie durch Fiallungsreaktionen abgeschieden werden, 
beispielsweise mit Bleiacetat, ist die Niederschlagsbildung meistens 
nicht dem Enzym selbst, sondern seinen Beimischungen zu- 
zuschreiben und demgemiB von der wechselnden Beschaffenheit 
der enzymhaltigen Lésung abhangig. Dazu kommt, die Isolierung 
erschwerend, das fiir die Abtrennung von Eiweif, Kohlehydraten 
und Salzen ungiinstige Loéslichkeitsverhalten der Enzyme, die 
in vielen organischen Lésungsmitteln, namentlich in den mit 
Wasser nicht mischbaren, unléslich sind. Daher gibt es nur 
eine einzige, vielfaltige, anpassungs- und entwicklungsfihige 
Methodik fiir die Isolierung der Enzyme, die Anwendung von 
Adsorptionsvorgingen. 

Ks liegen jetzt einige Beispiele vor fiir die Ausgestaltung 
der Adsorptionsmethoden, um den Reinheitsgrad der in Auto- 
lysaten oder Organausziigen vorkommenden Enzyme zu steigern. 
Durch aufeinanderfolgende Adsorption mit Aluminiumhydroxyd, 
Kaolin und Bleiacetatfallung und Elution aus den Adsorbaten 
wurde Invertin’) auf eine Konzentration gebracht, die etwa 
das 1600fache derjenigen in seinem natiirlichen Vorkommen 


') R. Willstaitter u. F. Racke, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 425, 
‘. 1 (1920/21); R. Willstaitter, J. Graser u. R Kuhn, Diese Zs. 
Bd. 123, S. 1 (1922). 
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ist. Die ersten genauen Anwendungen der Verfahren auf die 
Beispiele des zuckerspaltenden Enzyms und weiterhin des fett- 
spaltenden, yon dem unsere Arbeit handelt, stellen der Ad- 
sorptionsmethodik einige Aufgaben, deren Lésung fiir unsere 
Kenntnis von den Enzymen entscheidend sein wird. 

Kine dieser Aufgaben finden wir darin, die Adsorption 
mehr auswihlend zu gestalten. Das Adsorbens nimmt im all- 
gemeinen das Enzym zusammen mit einer bedeutenden Menge 
von Fremdkérpern auf, die ihm zum Teil einfach beigemischt, 
die zum anderen Teil mit ihm enger vergesellschaftet sind. 
Je geringer die erforderliche Menge Adsorbens, desto hiher 
der Reinheitsgrad im Adsorbat. Am Beispiel des Invertins 
hat es sich gezeigt’), daB unter gewissen Umstiinden, von denen 
das Alter der Hefeautolysate wesentlich ist, das Adsorbens bei 
groBer Verdiinnung weit mehr auswihlend wirkt, obgleich so 
viele Fremdkérper vorhanden sind, die mit dem Enzym um 
das Adsorbens konkurrieren. ,,Der EinfluB der Begleitstofie. 
die der Adsorption entgegenwirken, erscheint bei starkem Ver- 
diinnen mit Wasser abgeschwiicht, wahrscheinlich infolge hydro- 
lytischen Zerfalls vorhandener Additionsprodukte.“ So geniigt 
beispielsweise +/,, bis 1/,, der Menge Adsorptionsmittel wie bei 
konzentrierterer Lisung, um durch eine einzige Uberfiihrung in 
Adsorbat ein Enzympraparat von ihnlichem Reinheitsgrad zu 
erhalten wie bisher in einer lingeren Folge von Trennungs- 
und Fallungsoperationen. 

Vor eine zweite Aufgabe stellt uns die Untersuchung des 
pankreatischen Enzyms. Die Driise bringt fett-, stiirke- und 
eilweiBspaltende Enzyme hervor,. Um das Verhalten dieser 
Enzyme kennen zu lernen, geniigt es nicht, das Gemisch aus 
dem Pankreas mit nur einer Wirkung zu beschreiben und 
danach zu benennen. In dieser Weise ist pankreatisches Enzym 
ohne Beachtung der lipatischen Wirkung als Amylase be- 
schrieben und analysiert worden. Richtiger wird man als eine 
Vorbedingung fiir die Untersuchung eines der pankreatischen 
Enzyme die Abtrennung der begleitenden, nach ihrer Wirkung 


') R. Willstatter u. W. Wassermann, Diese Zs. Bd. 123, 8. 18! 
(1922). 
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wesentlich verschiedenen Enzyme ansehen und die Adsorptions- 
methoden dafiir ausbilden. 

Die Steigerung des enzymatischen Reinheitsgrades wird 
anfangs leicht mit dem Verschwinden der empfindlichen Re- 
aktionen auf Proteine, Purine, Kohlehydrate und dergleichen 
verfolgt. Dann bietet sich eine noch ungeléste dritte Aufgabe 
in der Abtrennung von enzymatisch Unwirksamem, das sich 
nicht durch chemische Reaktionen, Farb- oder Fallungsreaktionen, 
verrit. ,,Ks ist noch nicht sicher erkannt, wie weit die Ad- 
sorptionsmittel unserer Methoden zwischen den aktiven Enzymen 
einerseits, ihren Vorstufen und ihren Zersetzungsprodukten 
andererseits zu wihlen vermégen. Wahrscheinlich sind die in 
den Kolloideigenschaften dem Enzym nichst verwandten, durch 
das Fehlen der aktiven spezifischen Gruppe von ihm sich 
unterscheidenden Umwandlungsprodukte die hartnickigsten Be- 
gleiter.“') 


2. Zur Geschichte der Adsorption von Enzymen. 


Die iltesten Angaben iiber T'rennung von Enzymen mit 
Adsorptionsmitteln stammen aus den Jahren 1862 und 1863, 
sie kniipfen unmittelbar an die erste Mitteilung iiber Adsorption 
eines Enzyms an. 

Ernst Briicke*) hat im Jahre 1861 diese Erscheinung 
beobachtet und auch sogleich die beiden méglichen Verfahren 
eingeleitet, um ein Enzym aus seinem Adsorbat wieder frei- 
zulegen. Als es gelang, ,das Pepsin mechanisch an kleine 
feste K6érper zu binden“, zum Beispiel an Calciumphosphat, 
an Cholesterin und andere, behandelte er die Fallung von 
phosphorsaurem Kalk mit phosphorsiurehaltigem Wasser, um 
das Pepsin zu eluieren, oder im anderen Falle den Cholesterin- 
niederschlag mit Ather, um das Adsorbens vom Enzym weg- 
zulésen. Das Lehrbuch ,,Physiologische Chemie“ von F. Hoppe- 


1) Diese Zs. Bd. 123, S. 5 (1922). 
*) ,,Beitriige zur Lehre von der Verdauung“, 2. Abteilung, I. Das 
Pepsin, Sitzungsberichte d. mathem.-naturwiss. Klasse d. K. Akademie 
der Wissenschaften, Wien, Bd. 43, 8S. 601 (1861). 
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Seyler’) verkannte die Bedeutung des eingeschlagenen Weges: 
Die Methode ist sehr umstindlich und liefert nur sehr wenig 
Pepsin.“ Sie ist nicht ausgebildet worden. 

Im darauffolgenden Jahre erschien eine in W. Kiihnes 
Laboratorium in Berlin ausgefiihrte Arbeit von A. Danilewsky?) 
von groBer Bedeutung, die unbeachtet geblieben ist. Die drei 
physiologischen Reaktionen des Pankreassaftes wurden auf drei 
spezifische Trager zuriickgefiihrt und ihre Trennung mit Ad- 
sorptionsverfahren angestrebt. Aus einem lipatisch unwirksamen, 
kiinstlichen Pankreassaft wurde durch Adsorption mit Kollodium 
das eiweiBspaltende Enzym frei von Diastase erhalten*), aus 
dem Filtrat durch Ausfillen mit einem Teil vom Eiwei8 und 
Eluieren der Fallung durch verdiinnten Alkohol die Diastase. 
allerdings noch trypsinhaltig. 

Die Untersuchung wurde bei Kiihne von J. Cohnheim‘ 
fortgesetzt; durch Fallen mit Calciumphosphat und Elution 
mit Wasser erhielt Cohnheim die Speicheldiastase frei von 
EiweiBsubstanzen, und aus dem Infus des Pankreas gewann 
er auf dieselbe Weise eine Diastaselésung, die er fiir trypsinfrei 
hielt. Das Adsorbat von Diastase erschien leichter zerlegbar 
als das zugleich gebildete von Trypsin. 

An einem weiteren Beispiel wurde die Trennung von 
Enzymen durch Adsorption von O. Hammarsten)im Jahre 1872 
versucht. Als eine Methode, mit der es méglich war, pepsin- 
freie Chymosinlésungen darzustellen, beschrieb Hammarsten 
die fraktionierte Fillung mit kohlensaurer Magnesia oder Blei- 
zuckerlésung. ,,Beide Fermente werden hierdurch mechanisch 
mitgerissen, aber — sei es. daf das Pepsin urspriinglich in 
geringerer Menge in der Liésung enthalten war, oder dab es 


1) §. 216 (1878). 

*) R. Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. Bd, 25, S. 279 (1862). 

*) Diese alte Erfahrung ist bei Verwendung von Kollodiumdialysatoren 
zu beachten. 

*) R. Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. Bd. 28, S. 241 (1863). 

5) Upsala Likareforenings Férhandlingar Bd. 8, 8. 63 (1872), zitiert 
nach dem Originalreferat von O. Hammarsten in R. Malys Jahres- 
bericht iiber die Fortschritte der,Tierchemie, 2. Bd. fiir 1872, S. 118 (1874) 
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etwas leichter niedergeschlagen wird — man kann in dieser 
Weise aus einer Flissigkeit alles Pepsin entfernen, wahrend 
eine nicht unbetrichtliche Menge Lab darin zuriickbleibt.“ 
In seinen viel spiteren, eingehenden ,,Studien iiber Chymosin- 
und Pepsinwirkung* nahm O.Hammarsten das Prinzip seines 
Verfahrens der fraktionierten Adsorption nicht mehr auf. }) 
Die Bedeutung der erzielten Trennung erscheint heute in 
anderem Lichte. Die Chymosinlésung wird nach J.P. Pawlow 
und 8. W. Parastschuk?, W. Sawjalow’), J. W. A. Gewin4), 
W.W.Sawitsch) und O. Hammarsten’) nicht frei von Pepsin, 
sondern von Pepsinwirkung; sie enthalt inaktives Pepsin. 

Die Enzymforschung hat 50 Jahre lang nicht an die An- 
gaben tiber Trennung durch Adsorption angekniipft, und diese 
sind in der referierenden Literatur in den Hintergrund getreten. 
Zu der geringen Schitzung und Vernachliissigung mag die un- 
geniigende Entwicklung der quantitativen Bestimmungen bei- 
getragen haben. Die ilteren Beobachtungen bii®ten an Glaub- 
wirdigkeit ein, als man auf die Bedeutung der Aciditit und 
auf die Wichtigkeit der Aktivatoren fiir die enzymatischen 
Systeme aufmerksam wurde. 

Dasselbe Bedenken, ob dem Einflu8 von Aktivatoren ge- 
niigend Rechnung getragen wurde, kinnte auch fiir einen Fall 
selektiver Adsorption aus der neueren Literatur erhoben werden. 
S. G. Hedin") hat gefunden, da8 sich zwei in der Milz vor- 
kommende, proteolytisch wirkende Enzyme bei der Adsorption 
aus neutraler Lésung durch Kieselgur verschieden verhalten. 





) Diese Zs. Bd. 108, 8. 243 (1919) und Bd. 121, S. 240 (1922). 

*) Diese Zs. Bd. 42, S. 415 (1904). 

8) Diese Zs. Bd. 46, S. 307 (1905). 

*) Diese Zs. Bd. 54, S. 32 (1907). 

5) Diese Zs. Bd. 55, S. 84 (1908). 

‘) Diese Zs. Bd. 56, S. 18 (1908). 

‘) Nach 8. G. Hedin, Grundziige der physikalischen Chemie in 
ihrer Beziehung zur Biologie, Wiesbaden 1915, S. 131, und O. Ham- 
marsten, Lehrbuch der physiologischen Chemie, 9. Auflage, Miinchen 
und Wiesbaden 1922, S. 290; die Originalangaben [Jl. of Physiol. Bd. 30, 
S. 155 (1904) und Biochem. Jl. Bd. 2, S. 112 (1907)] sind uns leider nicht 
zuginglich, 
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Das eine (#-Lienase), in alkalischer Lésung wirksam, wird sehr 
stark adsorbiert, waihrend das andere, in saurer Lisung wirkende 
(8-Lienase), entweder nicht oder in sehr beschrinktem Mabe 
aufgenommen wird. 


3. Adsorptionsverhalten der Enzyme. 


Die Untersuchungen von L. Michaelis und M. Ehren- 
reich!) ,Uber die Adsorptionsanalyse der Fermente“, mit denen 
die ,,Studien iiber Kataphorese von Fermenten und Kolloiden‘ 
von H. Iscovesco?) zu nennen sind, gaben der Entwicklung 
der Adsorptionsmethode einen bedeutenden Antrieb. Michaelis 
und Ehrenreich untersuchten die unspezifische Adsorption 
der Enzyme, und zwar die elektrochemische, die sie von der 
mechanischen Adsorption im Sinne von H. Freundlich unter- 
scheiden. Durch Auswahl derjenigen Adsorbentien, die ,,unter 
allen Bedingungen entschiedene und einsinnige Ladungen 
tragen“, wihlten Michaelis und Ehrenreich solche Fille 
der Adsorption aus, in denen die entgegengesetzte elektrische 
Ladung von Adsorbens und Adsorbendum mabBgebend ist. 
Dabei wurde festgestellt, ,daB alle Substanzen, die durch 
Kaolin adsorbiert werden kénnen, Basen sein miissen, alle 
Substanzen, die durch Tonerde adsorbiert werden kénnen, 
Siuren sein miissen“. Auf Grund dieses Leitsatzes lieB sich 
die elektrochemische Natur der untersuchten Fermente mit 
Leichtigkeit ohne quantitative Bestimmung, nur auf Grund 
von Schiatzungen feststellen. 

,nvertin wird bei allen Reaktionen von Tonerde adsorbiert. 
bei keiner Reaktion von Kaolin, hat also den Charakter einer 
Saure.“ 

»speicheldiastase wird unter allen Umstiinden von Kaolin 
und Tonerde adsorbiert, ist also ein amphoterer Korper. 

, Trypsin wird von Kaolin und Tonerde adsorbiert* (nimlich 


') L. Michaelis, Biochem. Zs. Bd. 7, 8. 488 (1907/08); L. Michaelis 
u. M. Ehrenreich, ebenda, Bd. 10, S. 283 (1908); L. Michaelis, ebenda, 
Bd. 12, S. 26 (1908). 

*) C. r. Soe. Biol. Bd. 1, 8. 770 u. 861 (1907); Biochem. Zs. Bd. 24, 
S. 53 (1909/10). 
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r ,bei neutraler und saurer Reaktion vollkommen*), ,,ist also ein 
e amphoterer Kérper.“ 
¢ Diese Befunde gelten indessen nicht fiir die Enzyme selbst, 


sondern fiir ihre Aggregate mit begleitenden Stoffen. Die 
Adsorptionsanalyse oder die elektrische Uberfithrung sagt, sofern 
sie mit sehr unreinen Enzymlésungen ausgefiihrt wird, ,,iiber 
i die Natur eines Ferments nichts aus, sondern sie lift nur 


n erkennen, ob in dem aus einem Ferment und seinen jeweiligen 
" Begleitstoffen gebildeten Additions- oder Adsorptionsprodukt 
g die Séiure- oder Basennatur iberwiegt.“ ?) 
'S Am Beispiel des Invertins ist namlich von R. Willstitter 
n und EF. Racke?’) gefunden worden, daf es aus reinen Lésungen 
ar von Kaolin adsorbiert wird, von R. Willstitter und W. Wasser- 
r- mann), daB es auch aus rohen Hefeautolysaten schon quan- 
or titativ adsorbiert werden kann. Invertin hat basische und 
mn saure Kigenschaften. 
le Die Amylase aus Pankreas, die mit Speichelamylase 
e identisch oder nahe verwandt ist, bietet das entgegengesetzte 
st, Beispiel, indem das Enzym die ihm zugeschriebene Adsorbier- 
ch barkeit durch Reinigung vollstiindig verliert. In reinerem 
le Zustand wird die Amylase weder aus saurer, noch aus neutraler 
Nn, oder alkalischer (wiBriger) Lésung von Aluminiumhydroxyd 
ch oder von Kaolin adsorbiert. 
ut Trypsin finden wir schon nach teilweiser, wenn auch un- 
nd vollkommener Reinigung aus saurer Lésung durch Tonerde 
gar nicht mehr adsorbierbar, dagegen quantitativ durch Kaolin. 
rt, Seine basische Natur iiberwiegt. 
er Dem Adsorptionsverhalten entspricht die elektrische Uber- 
tihrbarkeit. Die Angabe von L. Michaelis‘), daB Invertin 
lin rem anodisch wandere, gilt fiir ei Hefeautolysat. Das reinere 


Invertin wandert schon bei p, 6 iiberwiegend kathodisch.®) 


') R. Willstitter u. F. Racke, Liebigs Ann. der Chem Bd. 425, 
S.57 (1920/21), 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 425, 8. 1 und zwar S. 55 (1920/21). 
*) Diese Zs., im Druck. 
*) Biochem, Zs. Bd. 16, S. 81 (1909). 
™ ‘) R. Willstitter, J. Graser u. R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, S. 1 
und zwar 8. 55 u. 73 (1922). 
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Nach H. Iscovesco') kann bei der Kataphorese die zer- 
stérende Wirkung des elektrischen Stroms auf ein Enzym das 
Resultat entstellen. Es wire zu beriicksichtigen, wie weit es 
sich dabei nur um Trennung von Begleitstoffen handelt, welche 
den elektrischen Ladungssinn andern, und von solchen (Ak- 
tivatoren), die fiir die enzymatische Wirkung bestimmend sind. 


II. Leitlinien der Methode. 


1. Quantitative Analyse. 


Die Methode wird durch die quantitative Bestimmung 
sowohl der Ausbeuten wie der enzymatischen Konzentrationen 
von der Pankreasdriise an in jeder Phase der Reinigung ge- 
leitet. Bei der Verarbeitung eines Knzymgemisches muB sich 
diese analytische Kontrolle auf die verschiedenen enzymatischer 
Komponenten erstrecken. Die priparative Arbeit richtet sich 
also nach dem ermittelten Verhiltnis der Enzymkomponenten 
zueinander im Ausgangsmaterial und auf jeder einzelnen Stufe 
der Reinigung. 

Wiahrend die quantitative Bestimmung gewisser anderer 
Enzyme, deren Wirkung von den Begleitstoffen und der Ver- 
teilung nicht beeinflu8t wird, unabhingig ist von der Reinheit, 
in der sie jeweils vorliegen, hingt bei den pankreatischen 
Enzymen die Wirkung nicht allein von der Aciditit der Liésung, 
sondern in hohem Mafe von der Zusammensetzung des enzy- 
matischen Systems ab. Am meisten wird die Lipasewirkung 
von den Begleitstoffen und der Verteilung des Enzyms beeinflubt. 
Da sich die Begleiter und die Verteilung im Laufe der Trennung:- 
operationen wesentlich indern, ist es notwendig, um das Enzym 
vergleichend bestimmen zu kénnen, das Zufallige im enzy- 
matischen System zu itiberwinden, soweit es auf den Grad der 
Wirkung Einflu8 ausiibt. Die Lipase wird nach den in der 
voranstehenden Abhandlung ,,Bestimmung der pankreatischen 
Fettspaltung’ vorzugsweise ausgearbeiteten Methoden in ge- 
eignete Systeme gebracht, entweder unter Aktivierung oder 
unter Hemmung, um die Unterschiede im Wirkungsverméger 


‘) Biochem. Zs. Bd. 24, 8. 53 (1909/1¢). 
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auszugleichen, das je nach Menge und Natur der Begleitstoffe, 
der aktivierenden und hemmenden, wechselt. Die zumeist an- 
gewandte Bestimmung beruht auf der kombinierten Aktivierung 
mit Albumin (in der Bestimmungsprobe 15 mg) und Calcium- 
chlorid (10 mg). 

Kin derartiger Ausgleich ist einfacher bei Amylase und 
Trypsin. Erstere biBt ihre Wirkung ein, wenn sie an Chlor- 
ijonen verarmt, letzteres, wenn es von Calciumion abgetrennt 
wird. Daher beruht die quantitative Bestimmung bei ver- 
schiedenem Reinheitsgrad auf ausgleichender Aktivierung fiir 
Amylase mit Chlornatrium (1 ccm n/5 in der Bestimmungs- 
probe), fir Trypsin mit Calciumchlorid (40 mg in der 
Probe). 

Als Ma8 der lipatischen Wirkung wird die ,, Lipase- 
einheit", nimlich die Knzymmenge eingefiihrt, die unter be- 
stimmten Bedingungen in 1 Stunde bei 30° von 2,5 g Olivendl 
24°/, spaltet. Die gewahlte Einheit mag dadurch anschaulich 
werden, daB sie 1 cg einer gewissen von uns untersuchten, 
getrockneten Pankreasprobe entspricht. Der Reinheitsgrad des 
Enzyms la8t sich durch den ,,Lipasewert“, die Anzahl der 
Lipaseeinheiten in 1 cg Substanz, ausdriicken. 

Die Bestimmung der Pankreasamylase wird erst in einer 
folgenden Abhandlung ausfiihrlich behandelt. Fiir dieses Enzym 
soll in Anlehnung an die Messung der Lipase ein auf die Ver- 
zuckerung einer gewissen Starkemenge (0,25 g) bezogenes Maf 
die , Amylaseeinheit*, dienen, nimlich das Hundertfache der, 
Kuzymmenge, fiir die sich die Konstante der monomolekularen 
Reaktion = 0,01 ergibt (bei p,, 6,8, 37° und anderen bestimmten 
Bedingungen). 

Auf der gewihlten Einheit beruht ein dem Lipasewert 
analoger Ausdruck der enzymatischen Konzentration fiir die 
Pankreasamylase, der , Amylasewert“ = Anzahl von Amylase- 
einheiten in 1 cg Substanz. Dieser Ausdruck fir den enzy- 
matischen Reinheitsgrad steht zu dem von H. v. Kuler und 
0. Svanberg?) fir die Verzuckerungsfihigkeit der Malzamy- 


1) Diese Zs. Bd. 118, S. 198 und zwar 8. 220 (1921). 
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lase vorgeschlagenen, rationellen und allgemeineren Masse 


i k+g-Maltose . . ‘ 
Sf = ~_8-*"**" in der einfachen Beziehung: 
g-Priiparat 


Amylasewert = Sf- 0,05333. }) 

Kin ahnliches Maf fir die Trypsinwirkung gibt es noch 
nicht, da das Gesetz derselben noch nicht geniigend bekannt 
ist. Um die Trypsinmenge zu schitzen, wird die Enzymwirkung 
unter bestimmten Bedingungen durch alkalimetrische Messung 
der Hydrolyse von Gelatine ermittelt. 


2. Trennung der pankreatischen Enzyme durch 
Adsorption. 

Die Pankreaslipase ist in ihrem Reaktionssystem von un- 
spezifischen Adsorptionsverhiltnissen stark abhingig und ihre 
Kigenschaften entsprechen diesem Umstand. Sie ist sehr leicht 
adsorbierbar und in dieser Hinsicht von den léslichen Begleit- 
stoffen wenig abhangig. Die Lipase wird sowohl durch Ton- 
erde wie durch Kaolin adsorbiert. Sie zeigt also saures und 
basisches Verhalten und ihre sauren Higenschaften sind viel 
stirker ausgeprigt wie die von Amylase und Trypsin. Daher 
kann die Lipase von den begleitenden Enzymen durch Ad- 
sorption mit Tonerde quantitativ getrennt werden. Die Trennung 
ist freilich dadurch erschwert, daB den beiden anderen Enzymen 
durch ihre Begleitstoffe (Koadsorbentien) Adsorptionseigen- 
schaften verliehen werden, die sie an sich nicht besitzen. Die 
Koadsorbentien halten aber auch die begleitenden Enzyme im 
Adsorbat mehr zuriick, wenn man es eluiert; dadurch wird die 
Trennung unterstiitzt. Wihrend das Tonerdeadsorbat den 
gréBten Teil und die Elution daraus beispielsweise 7/, der 
angewandten Lipase enthalt, gehen von der Amylase 3/, in das 
Adsorbat, aber nur 3°/, in die Elution mit. Die Abtrennung 
wird daher durch zweimalige Adsorption mit Aluminiumhy droxyd 
aus saurer Lésung und Elution mit ammoniakalischem Phos- 
phat vollstindig. 


') Die Zahl 5,333 ist das Reziproke der Maltosemenge (in Gramm). 
die unter unseren Versuchsbedingungen im Grenzabbau (75°/,) entstehen 
kann, Sf ist auf 1 g Trockengewicht bezogen. 
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. Die Pankreasamylase hat keine sauren Kigenschaften. In 
reinerem Zustand wird sie von Aluminiumhydroxyd gar nicht 
aus wiBriger Lésung aufgenommen, auch nicht, wenn sie mit 
Lipase vermischt ist. Andererseits fehlen der Amylase auch 

die basischen Eigenschaften. Darauf beruht ihre Trennung 

vom Trypsin, dessen basische Eigenschaften hervortreten, durch 
wiederholte Behandlung in saurer Lésung mit Kaolin. Die 

Amylase wird vollkommen von Trypsin befreit, allerdings nicht 

ohne Verlust. 

Auch hier spielen nimlich die Koadsorbentien eine groBe 
Rolle. Bei der ersten Einwirkung von Kaolin fiihren sie einen 
Teil, zum Beispiel ein Viertel der Amylase in das Adsorbat 
: mit iiber und wirken zugleich adsorptionshindernd (eluierend) 


v= Ve 


e auf Trypsin. Dabei erschépft sich der Gehalt der Enzymlésung 
t an diesen Begleitstoffen, so daB bei einer zweiten Behandlung 
- mit Kaolin nur noch wenig von Amylase, aber alles Trypsin 
I durch das Adsorbens aufgenommen wird. 

d Das wahre Adsorptionsverhalten der Amylase wird erst in 
| héherem Reinheitsgrade erkennbar. Dieses Enzym 1aBt sich 
‘ zunachst noch aus der neutralen Lisung, wenn sie 50°/, Alkohol 
l- enthalt, durch Tonerde adsorbieren. Aber die daraus eluierte 
ig Amylase ist nur noch zum kleineren Teil unter denselben 
mn Verhaltnissen durch Tonerde adsorbierbar, natiirlich gar nicht 
i aus wiBrigem Medium. Durch den Zusatz von Alkohol wird 
le wahrscheinlich der saure Charakter der mit dem Enzym asso- 


ailerten amphoteren Stoffe entwickelt, wie es bei Aminosiuren 
und Peptiden von uns gefunden wurde.?) 

Die Amylase ist also gegen elektropositive und elektro- 
negative Adsorbentien recht indifferent. Die alte Beobachtung 
von J. Cohnheim?) bestiitigt sich, ,,wieviel weniger innig sich 
das Stiirke umsetzende Ferment an kleine Teilchen heftet als 
yd das Fibrin lésende.“ 

In dem von uns gepriiften Zustand ist die Amylase 130 mal 
konzentrierter als in der Driise. Die enzymatische Konzentration 





mn), 1) Chem. Ber. Jahrg. 54, S. 2988 (1921). 
eu *) R. Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. Bd. 28, S. 241 und 
zwar S. 251 (1868). 
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ist, verglichen mit dem von H.v. Kuler und O. Svanberg} 
beschriebenen Priparat der Malzamylase iiber 70 mal, mit dem 
besten Praiparat der Pankreasamylase von H.C. Sherman und 
M. D. Schlesinger?) iitber 10 mal gréBer. 


3. Steigerung des Reinheitsgrades der Lipase. 


Die wiederholte Adsorption mit Tonerde macht die Lipase 
30 mal konzentrierter (Lipasewert 23,1), als sie in der ge- 
trockneten Driise vorliegt. Fir die weitere Steigerung der 
enzymatischen Konzentration bieten sich nach den am Invertin 
gewonnenen Erfahrungen zwei Méglichkeiten: entweder die 
mehr auswihlende Adsorption bei grofer Verdiinnung oder der 
Wechsel in der Polaritiit des Adsorbens. Der erste Weg fiihrt 
nicht zum Ziel, da die Lipase im Gegensatz zum Invertin aus 
verdiinnterer Lisung schwerer adsorbiert wird. Aber der Uber- 
gang vom elektropositiven zum elektronegativen Adsorbens hat 
Erfolg. Mit Tonerde gereinigte Lipase wird, einmal mit Kaolin 
adsorbiert und daraus eluiert, 250mal konzentrierter als in 
der getrockneten Pankreasdriise (Lipasewert 207, durch Dialyse 
der Elution bestimmt). 

Noch etwas weiter fiihrt dann die Adsorption mit 'r- 
stearin oder Cholesterin. Diese Adsorbentien wirken, wie sich 
bei ihrer Anwendung auf rohe Lipaselésungen zeigt, noch 
schirfer auswihlend als Kaolin und Aluminiumhydroxyd. Ks 
diirfte anzunehmen sein, daB die Adsorption zum Beispiel durch 
Cholesterin eine der spezifischen Adsorption durch Substrat 
verwandte, auf Partialaffinitét beruhende Erscheinung ist, nicht 
eine sog. mechanische oder polare Adsorption. Diese Auffassung 
wird dadurch gestiitzt, daB in den Tristearin- und Cholesterin- 
adsorbaten die Lipase nur sehr schwach wirksam ist. Ihre 
aktive Gruppe ist in Mitleidenschaft gezogen (Erste Abhandlung, 
Kxperimenteller Teil, Abschnitt I, 6). Unverandert ist die Lipase 
darin; denn es ist gelungen, sie aus diesen Adsorbaten wirksam 
zu eluieren. 

Die Anwendung von Cholesterin oder Tristearin hat noch 


1) Diese Zs. Bd. 118, S. 193 und zwar S. 202 (1921). 
*) Jl. of the Americ. Chem. Soc. Bd. 37, S. 1805 (1915). 
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einen weiteren Sinn. Bei der Dialyse, die fiir die Bestimmung 
der erreichten enzymatischen Konzentration nétig ist, biBt die 
Lipaselésung ihre Wirkung ginzlich ein. Darum ist ein Ver- 
fahren erwiinscht, das Enzym noch aktiv aus der glycerin- 
haltigen wiBrigen Lésung zu isolieren und so den Reinheits- 
srad auf einem von der Dialyse unabhiingigen Wege zu kon- 
trollieren. Die Lipasewerte steigen nach den vorangegangenen 
Jonerde- und Kaolinadsorptionen nurmehr wenig weiter an. 
Die gréBte erreichte Konzentration ist etwa die 300 fache vom 
Trockenpankreas. Die Enzympriparate zeigen nun keine oder 
nur noch spurenweise Farb- und Fallungsreaktionen der Be- 
gleiter aus bekannten Klassen organischer Verbindungen. 


III. Vergleich von Pankreaslipase und Phytolipase. 


Die Pankreaslipase, deren Léslichkeitsverhiltnisse in der 
Literatur ungenau, unsicher und widersprechend beschrieben 
sind, ist leicht und vollstiindig léslich in Wasser und Glycerin 
und besitzt in Glycerinlésung groBe Haltbarkeit; hingegen ist 
sie sehr unbestiindig gegen Glykol, auch unbestindig gegen 
Alkohol. Aus der getrockneten Pankreasdriise l48t sich daher 
die Lipase herauslésen, noch leichter die Amylase, weniger 
leicht das Trypsin. Diese Abstufung ist eine Folge des un- 
eleichen Adsorptionsverhaltens der drei Enzyme. 

Die Samenlipase, zum Beispiel von Ricinus, wahres intra- 
zelluliires Enzym, ist in Wasser, auch in Glycerin unldslich, 
segen Glycerin, Wasser und Elektrolytlésungen unbestindig. 
Ihre Wirkung wird durch Aktivatoren nicht gesteigert. Auch 
hei der Keimung der Pflanzensamen wird sie nicht mobilisiert, 
sondern in der Zelle werden die Glyceride dem Enzym dargeboten. 

Die Léslichkeitsunterschiede zwischen dem fettspaltenden 
Enzym im Cytoplasma des Samens und dem im tierischen 
Verdauungstrakt, die den értlichen Bedingungen fir die Fett- 
spaltung entsprechen, haben groBe Unterschiede in den Be- 
dingungen fiir die enzymatische Wirkung zur Folge. Die lés- 
liche Pankreaslipase ist, um in Funktion zu treten, auf Kin- 
stellung eines gewissen Adsorptionszustandes angewiesen. Das 
Sekret findet am Reaktionsorte die zur Aktivierung dienenden 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXY. 10 
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Stoffe, Proteine und Galle, und wird von ihnen durch Bildung 
,komplexer Adsorbate“, wie die voranstehende Abhandlung er. 
klirt, zur Wirkung gebracht. Die Phytolipase ist im ruhenden 
Pflanzensamen unwirksam und unterliegt bei der Keimung einer 
Verinderung, durch welche sie faihig wird, unter den gegebenen 
Bedingungen, bei neutraler Reaktion, ihre Wirkung auszuiiben. 

Aus einer zu veréffentlichenden Untersuchung iiber Ricinus- 
lipase, der wir einige Jahre gewidmet haben, sei angefiilrt, 
daB diese Verinderung der Samenlipase, die wir bei der 
Keimung beobachten, auch kiinstlich durch vorsichtige Be- 
handlung mit Pepsin erzielt werden kann. Die veriinderte 
Lipase, die mit der Keimungslipase iibereinstimmt, unterscheidet 
sich von der urspriinglichen in vielen Beziehungen. Sie spaltet 
Fette bei neutraler Reaktion (p, = 7; erstere neutral nicht, 
optimal bei p,, 4,7—5,0), sie ist in fettfreiem, getrocknetem 
Zustand viel haltbarer, sie wird von Glycerin nicht gehemmt 
oder geschidigt, ihre synthetisierende Wirkung ist gréBer. 

Bei bedeutender Steigerung ihrer enzymatischen Konzen- 
tration lieB sich die Samenlipase von EiweiB nicht trennen, 
wihrend die pankreatische Lipase gegen Protease bestiindig 
ist und von Proteinen befreit werden kann. Die pflanzliche 
Lipase, die iiberraschend leicht durch Denaturierung zerstirt 
wird, zeigt in noch viel héherem MaB8e durch Kolloidnatur be- 
dingte Empfindlichkeit als die Pankreaslipase. 

Die Samenlipase ist entweder durch Adsorption an einen 
unléslichen Trager aus der Proteingruppe verankert und wird 
durch eine Veranderung desselben (Keimung, Pepsinwirkung) 
in ihrem gesamten Verhalten beeinfluBt; oder die Protein- 
substanz ist als ein Bestandteil des Lipasemolekiils selbst der 
kolloide Trager der lipatisch-aktiven Gruppe. 


B. Experimenteller Teil. 


I, Lipaselosungen aus Pankreas. 


1. Bestimmung und Masse. 


Fiir die Bestimmung der Lipase, sei es in Form der Driise, 
Driisenausziige und Elutionen aus Adsorbaten, dient das in der 
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|, Abhandlung angegebene Verfahren ,,unter Aktivierung bei 
wechselnder Wasserstoffzahl“, das den KinfluB der Begleitstoffe 
aus der Driise und der spater hinzukommenden (Magnesiumsalz) 
durch kombinierte Aktivierung mit Chlorcalcium und Albumin 
iiberwindet. 

Der Enzymgehalt der Praparate wird in ,,Lipaseeinheiten“ 
(L.-E.) ausgedriickt, also auf diejenige Menge Lipase bezogen 
die unter den angegebenen Bedingungen in 1 Stunde bei 30° 
24°/, von 2,5 g Olivendl spaltet. Den Reinheitsgrad der Enzym- 
priparate kennzeichnet der ,,Lipasewert“ durch die Anzahl 
Lipaseeinheiten in 1 cg eines Priparates. 


2. Ausziige aus frischen Driisen. 


Aus der frischen Pankreasdriise sind wirksame Ausziige 
mit Glycerin dargestellt worden, zuerst von P. Gritzner’), 
spiiter von J. H. Kastle und A.S. Loevenhart?), auch von 
H. Pottevin’), von A. Kanitz‘), von O. Rosenheim und 
J. A. Shaw-Mackenzie®), von P. Rona und Z,. Bien.) Die 
Glycerinlésungen sind tribe Fliissigkeiten; man wuBte nicht, 
ob die Lipase darin suspendiert oder gelést ist. Sie sind fiir 
die Darstellung des Enzyms in hoherem Reinheitsgrad un- 
geeignet, da sie auf Zusatz von Wasser reichliche Niederschlage 
liefern, wobei die ganze Menge des Enzyms mitgefallt wird. 

Auch fir die Darstellung waBriger Lésungen ist die frische 
Driise nicht geeignet, da sich ihr die Lipase nur sehr unvoll- 
kommen durch Wasser entziehen liBt. 

550 g Pankreasdriisen vom Schwein, vom Fett und Binde- 
gewebe moglichst getrennt, wurden mit 165 g Kieselgur und 
330 com Wasser tiichtig angeknetet und unter der hydraulischen 
Presse durch Filtertiicher ausgepreBt. Mit dem PreBriickstand 
wiederholte man noch 3 mal diese Behandlung mit je 250 ccm 





') Pfligers Arch. Bd. 12, S. 285 (1876). 

) Americ. Chem. Journ. Bd. 24, S. 491 (1900). 
) ©. R. Bd. 136, S. 767 (1908). 

‘) Diese Zs. Bd. 46, S. 482 (1905). 

’) Jl. of Physiol, Bd. 40, S. VIII (1910). 

*) Biochem Zs. Bd. 64, S. 18 (1914). 
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Wasser. Die vereinigten drei ersten PreBsitte enthielten ungefiihr 
250, der vierte etwa 15 L.-E., waihrend im PreBriickstand eiy 
Vielfaches davon zuriickblieb. Die Ausbeute in den Lésungen 
stellte nur etwa 3—5°/, vom Lipasegehalt der Driise dar. 

Nur A. Hamsik?) hat auch die getrocknete Pankreas- 
driise mit Glycerin extrahiert und die Uberlegenheit der daraus 
erhaltenen Lésungen richtig erkannt. Aber auch die Angaben 
von Hamsik sind nur zum Teil richtig. Er findet beim Ver- 
arbeiten von ‘'rockenpankreas, ,,daf8 die Lipase vom Wasser 
nur wenig extrahiert wird“ und macht dhnliche Angaben fiir 
verdiinntes Glycerin. Wabhrscheinlich ist der Enzymgehalt der 
wasserhaltigen Ausziige wegen der Unbestindigkeit der Lipase 
in wiBriger Lésung iibersehen worden. 


3. Trocknung der Driise. 


Das Lipasepriparat von H. Pottevin?) war die mit Alkohol 
und mit Ather getrocknete Pankreasdriise nach Zerreiben und 
Sieben. Dieses Verfahren wurde von spiteren Forschern iiber- 
nommen und besonders von EK. Baur’) mit der Absicht tech- 
nischer Anwendung ausgestaltet. Dabei hat man iibersehen, 
daB die Lipase beim Behandeln mit Alkohol zum betrichtlichen 
Teile zerstért wird. Diesen Nachteil vermeiden wir durch An- 
wendung von Aceton zum Entfetten und Trocknen. 

Als wir je 165g gereinigte Driise a) mit Alkohol und 
mit Ather, b) mit Aceton und Ather trockneten, bewirkten 
aliquote Teile der erhaltenen Pulver a) 39,9, b) 49,2 °/, Spaltung 
des Olivendls. 

Auch in der getrockneten Driise ist die Lipase gegen 
Alkohol empfindlich. 5g von dem mit Aceton und Ather ge- 
wonnenen Trockenpankreas lieBen wir mit 50 ccm absolutem 
Alkohol nur 30 Minuten stehen und saugten das Pulver rasch 
ab, worauf es mit Ather gewaschen und getrocknet wurde; die 
Menge war auf 4,5 ¢ vermindert. Vor der Behandlung mit 
Alkohol bewirkten 6,25 mg 15,1°/, Spaltung, entsprechend dem 





1) Diese Zs. Bd. 71, S. 238 (1911). 
*) Bull. Soe. chim. France Bd. 35, S. 693 (1906). 
’) Zs. fiir angew. Chemie Bd. 22, 8. 97 (1909). 
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Gehalte der 5 g-Probe von 405 L-E. und ihrem Lipasewert 
yon 0,81. Nach der Kinwirkung des Alkohols bewirkten 11,3 mg 
Substanz 21,7°/, Spaltung, entsprechend 347 L.-E. in der Probe 
und 0,77 Lipasewert; der Verlust betrug also 14 °/.. 

Wegen dieser Kmpfindlichkeit des Enzyms gegen Alkohol 
hat sich das von EK. Baur angegebene Verfahren nicht bewihrt; 
auch ist die beschriebene Trennung des Inhalts der Driisen- 
zellen nach der Feinheit der Partikel von den faserigen Be- 
standteilen, den Bindegewebshiillen der Driisenfollikel, zu un- 
vollkommen. 

Wir fihrten zum Beispiel mit 510 g gereinigtem Schweine- 
pankreas einen Versuch nach E. Baur aus. Nach Anschiitteln 
des Driisenbreies mit 1 kg 96°/,igem Alkohol und eintigigem 
Stehen wurde die Masse durch Koliertuch gepreSt und der 
PreBriickstand noch zweimal mit der Hackmaschine zerkleinert 
und jedesmal wieder mit 1 kg Alkohol angeschiittelt und nach 
eintiigigem Stehen koliert. Die alkoholischen Suspensionen 
lieferten 18 g und der grobe Riickstand 82 g trockenes Enzym- 
material. 

50 mg des feinen Anteils ergaben 6,7°/,, 220 mg der 
groben Bestandteile 6,8°/, Spaltung. Die Ausbeute betrug 
daher 40 und 41 L.-E., der Lipasewert des feinen Pulvers war 
0,02, der faserigen Substanz 0,005. 

Auch ohne diese Trennung gewinnt man durch 'Trocknen 
mit Aceton leicht ein Driisenpriparat von 40 facher Enzym- 
konzentration (Lipasewert 0,7—0,8) und zwar mit 50—100 mal 
crdBerer Ausbeute, nimlich aus der angegebenen Menge 4500 
bis 9000 L.-E. 

Das Ausgangsmaterial fiir unser Verfahren, das in einem 
Beispiel beschrieben werden soll, war die Pankreasdriise des 
Schweines, KE. Baur?) bemerkt zwar, ,da8 der Pankreas vom 
Schwein und Rind in der fettspaltenden Wirkung einander 
gleich sind“, allein unsre Erfahrungen weichen davon ab. Wir 
fanden im Rinderpankreas nur einige Prozente vom Lipase- 
gehalt des Schweinepankreas; hieriiber sollen spater ausfiihrliche 
Angaben mitgeteilt werden. 


') Zs. fiir angew. Chemie bd. 22, 8. 97 und zwar 8. 98 (1909). 
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16,5 kg vom Schlachthof frisch bezogene Driisen (ein T¢i| 
der Pankreasprobe Nr. 3) von Schweinen wurden durch Schabe, 
tunlichst von Fett und Gewebsfasern befreit, wobei ihr Gewicht 
auf 14,9 kg zuriickging. Die gereinigten Driisen zerkleinertey 
wir 4—5 mal in der Fleischhackmaschine, bis die Driisenmas:e 
diinnbreiig und weiteres Durchtreiben wirkungslos war. Darauf 
wurde der Driisenbrei in Mengen von 3 kg in einer grofen 
Reibschale mit mehr und mehr Aceton verriihrt, mit dem 
Lésungsmittel in Flaschen iibergespiilt und im ganzen mit 
30 Liter Aceton in 5 Flaschen gut durchgeschiittelt. Nach 
1—2 stiindigem Stehen filtrierten wir, um den Filterriickstand 
von neuem durch Schiitteln in den Flaschen und Filtrieren wie 
zuvor mit 80 Liter Aceton, darauf 15 Liter Aceton + 15 Liter 
Ather und schlieBlich 2 mal mit je 30 Liter Ather zu waschen, 
Nun wurde das kérnige und pulvrige Material zwischen den 
Fingern zerrieben, in diinner Schicht auf Filtrierpapier aus. 
gebreitet und an der,Luft getrocknet. Wir erhielten so 2,75 kg 
lufttrockenes, fettfreies farbloses Pulver, das noch mit betricht- 
lichen Mengen von Fasersubstanz durchsetzt war. Zur Trennung 
von dieser wurde das Pulver in einer Schlagmiihle aufs feinste 
gemahlen und durch ein feinmaschiges Sieb geschiittelt; mit 
dem Siebriickstand muBte das Mahlen und Sieben éfters wieder- 
holt werden, solange, bis das Sieb keine feinen Anteile mehr 
durchlieB. Die Ausbeute bestand in 1,65 kg staubfeinem Pulver 
und 0,68 kg grobfaserigem Siebriickstand. Die Bestimmung 
ergab fiir 10 mg vom feinen Anteil 17,8°/, Olspaltung, ent- 
sprechend 0,66 Lipasewert, fiir 10 mg des groben Anteils 
14,7 °/, Spaltung, entsprechend dem Lipasewert 0,49. Das grob- 
faserige Material enthilt also noch eine ansehnliche Menge 
der feinen Driisenbestandteile, deren Ablésung mit mecha- 
nischen Mitteln indessen nicht mehr gelang. Fiir die weitere 
Verarbeitung diente zumeist die feingemahlene Driisensub- 
stanz. 

Kinige weitere Beispiele zeigen, da8 die Ausbeute an eit- 
fetteten trockenen Driisen fast 1/, der gereinigten frischen und 
die Ausbeute an feinem Driisenpulver 2/, des ganzen Trocken- 
pankreas betragt. 
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Pankreas- Roh- Gerein. Trocken- Ba phere 
_ probe driisen Driisen pankreas pulver onieihies 
kg kg kg g K 
Nr. 1 5,75 _ 0,660 460 160 
Nr. 3 87,10 74,14 14,020 7260 3920 
Nr. 4 12,50 7,48 1,170 760 290 


Die Konzentration der Lipase in einer Anzahl solcher 
Driisenpulver schwankte zwischen den Lipasewerten 0,66 
und 1,33.) 


4, Die Darstellung der Lésungen aus der 
getrockneten Driise. 


Ks ist nach den im 2. Abschnitt angefiihrten Literatur- 
angaben strittig’), ob die Lipase in den Glycerinextrakten nur 
suspendiert oder ob sie darin ganz oder teilweise gelést ent- 
halten ist. Auch die Léslichkeit in Wasser ist unsicher, denn 
nach den Angaben von W. Dietz‘), denen nicht widersprochen 
wurde, soll man, um Glycerinlésungen der Lipase darzustellen 
zuerst mit Wasser erschépfend extrahieren. 

Wir finden im Verhalten gegen Lésungsmittel wesentliche 


) Die Bestimmungen wurden erst nach monatelangem Aufbewahren 
ausgeftihrt, als die Methode dafiir ausgearbeitet war. 

*) Die von W. Connstein in dem Referate ,,Uber fermentative 
Fettspaltung’: (Ergebnisse der Physiologie Bd. 3, S. 194 [1904]) geiuBerte 
Ansicht (S. 206) ist in Geltung geblieben: ,,Wenn manche Autoren Gly- 
cerin- oder Wasserextrakte wirksam fanden, so diirfte es sich wohl stets 
nicht um klare Extrakte, sondern um mehr oder weniger triibe Suspen- 
sionen yon Driisenteilen in Wasser oder Glycerin gehandelt haben“ ... 
es ,,findet ein Ubergang derselben“ (nimlich der lipolytischen Fermente) 
,in w&Brige oder Glycerinextrakte nicht statt, und die fettspaltenden 
Fermente unterscheiden sich hierdurch von allen bekannten Fermenten. 
Diese Tatsache ist tibrigens sehr verstindlich, wenn man beriicksichtigt, 
daB diese Fermente ja dazu bestimmt sind, Fette anzugreifen, die auch 
ihrerseits weder in Wasser noch in Glycerin léslich sind“. Daher hei8s 
es im Handbuch von C. Oppenheimer (Die Fermente, 4. Auflage, Bd. J, 
S. 167 [1918]): ,,In Wirklichkeit ist die Lipase in Wasser, Glycerin- 
lisungen und auch Fetten und iitherischen Fettlésungen véllig un- 
loslich.‘ 





5) Diese Zs. Bd. 52, S. 279 (1907). 
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Unterschiede zwischen der Samenlipase und der Pankreaslipase, 
Die Lipase aus Ricinussamen ist in Glycerin ganz unlislich 
und ist gegen Glycerin wie gegen Wasser vollig unbestindig, 
Die Pankreaslipase ist in Wasser und in Glycerin oder in 
Mischungen beider vollkommen und klar léslich. Sie ist gegen 
Glycerin bestandig, wihrend sie gegen Glykol, Alkohol und 
Wasser unbestindig ist. DaB sie aus Glycerinlésungen, nimlich 
den von friiheren Autoren beschriebenen sehr unreinen, durch 
Wasser gefallt wird), erlaubt keinen SchluB auf die Léslich- 
keitsverhiltnisse; Begleitstoffe, namentlich suspendierte Fette, 
werden gefillt und die Lipase adsorbiert. Die fettfreien Glycerin- 
lésungen aus den mit Aceton getrockneten Driisen lassen beim 
Verdiinnen mit Wasser die Lipase nicht ausfallen. 


a) WaBrige Ausziige. 
Aus der getrockneten Driise laBt sich die Lipase zusammen 
mit Amylase und Trypsin in guter Ausbeute, aber in geringem 
Reinheitsgrade mit Wasser ausziehen. 


Von der Pankreasprobe Nr. 3 schiittelten wir 10g, enthaltend 
824 L.-E., mit 160 cem Wasser an und trennten nach einer halben Stunde 
die Flissigkeit mit der Zentrifuge ab. Die Lésung war triibe und wurde 
erst mittels gehiirteten Filters klar erhalten, um sich beim Stehen bald 
von neuem zu triiben. 0,30 eem bewirkten 22,9 °/, Spaltung, entsprechend 
0,93 L.-E. In dem ganzen Volumen waren also 496 L.-E. enthalten, ent- 
sprechend einer Ausbeute von 60 °/, (die Filtration ohne Verlust gedachi), 

20 cem eines derartigen Auszugs (68 L.-E.) gaben mit der zehnfachen 
Menge Alkohol eine Fillung, die, mit Alkohol und Ather gewaschen und 
getrocknet, 0,5667 g betrug. Auf diese fillbare Substanz bezogen, ist 
der Lipasewert des Extraktes 1,20, die Konzentrationssteigerung in ihm 
gegeniiber dem Driisenpulver also geringfiigig und hinter den Glycerin- 
ausziigen weit zuriickstehend. 


Wahrend die Glycerinausziige sich oft monatelang oline 
Anderung des Lipasegehaltes hielten, erleidet die wiabrige 
Lésung schon in den ‘ersten Stunden betrichtliche Abnahme 
des Enzymgehalts. Die Zersetzung wird durch sehr ver- 
schiedene Zusitze nicht aufgehalten, durch Ammonphosphat, 





') QO. Rosenheim, Jl. of Physiol. Bd. 40, S. XIV (1910); ©. A. 
Pekelharing, Diese Zs. Bd. 81, 8. 855 und zwar S. 356 (1912); P. Rona 
und Z. Bien, Biochem. Zs. Bd. 64, S. 18 und zwar S. 14 (1914). 
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Galciumchlorid, Seife, Rohrzucker, Alanin. Nur Glycerin wirkt 
ausgesprochen stabilisierend. 

Vom wiBrigen Auszug gaben 0,20 ecem sofort nach der Darstellung 
18,1 °/, Spaltung, entspr. 0,68 L.-E. Nach 20 Stunden dauernder Auf- 
bewahrung unter Toluol im Eisschrank bewirkte dieselbe Menge nur 
noch 12,5 °/, Spaltung, entspr. 0,37 L.-E. Daneben hatten wir eine Probe 
derselben Lipaselésung mit dem gleichen Volumen 87 °/, igem Glycerin 
vermischt, um sie vergleichsweise nach 20 Stunden zu bestimmen. In 
diesem Falle bewirkten 0,40 ccm 16,5°/, Spaltung, entspr. 0,60 L.-E. 

Es ist uns daher nie gelungen, durch Dialyse von Glycerin- 
ausziigen oder glycerinhaltigen Elutionen wafrige Lipaselésungen 
zu erhalten, die wirksam waren oder durch Aktivierung Wirk- 
samkeit gewannen. Auf wirkliche Lésungen der Lipase kann 
sich also die Angabe von P. Rona und Z. Bien?) nicht be- 
ziehen: ,,Wurde das Pankreasextrakt 8 Tage lang in Pergament- 
hiilsen von Schleicher und Schill gegen hiufig gewechseltes 
destilliertes Wasser dialysiert (in dem am SchluB der Dialyse 
weder Chlor noch Calcium nachweisbar war), so konnte eine 
sicher nachweisbare Verminderung der Fermentwirkung nicht 
festgestellt werden.“ 
| Der zu geringe Reinheitsgrad und die geringe Bestiindig- 
keit machen die wiBrigen Ausziige fiir die priiparativen Zwecke 
unbrauchbar. 


b) Glycerinauszige. 


1 Die getrocknete Driise liefert mit reinem oder wasser- 
! haltigem Glycerin klare, an den drei Enzymen (Lipase, Amylase, 
Trypsin) reiche Lésungen. Es gelingt auf diese Weise leicht, 
70—80 °/, der Lipase in Lésung zu bringen, wihrend der Rest 
viel schwerer in Lésung geht. Es ist wahrscheinlich, daB die 
8 getrocknete Driise einen Teil der Lipase in Form schwer- 
léslicher Adsorbate enthilt. 

Zumeist behandeln wir das feine Driisenmehl mit dem 
‘ \6fachen von 87°/,igem Glycerin 4 Stunden bei 30°. Den 


t Auszug filtriert man am besten unter geringem Saugen auf 
der Nutsche durch ein doppeltes Filter, unten Koliertuch, oben 
\. Filtrierpapier. Fiir priiparative Zwecke kann man auf Nach- 


a ane cae 


') Biochem. Zs. Bd. 64, 8. 13 und zwar 8. 26 (1914). 
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waschen verzichten; dann bleiben drei von 16 Teilen Glycerin im 
Riickstand auf dem Filter und der Auszug enthilt etwa 65 
bis 70°/, der angewandten Lipase. Durch Nachwaschen kann 
die Ausbeute auf 80°/, erhdht werden. Diese Werte sind aber 
von der Beschaffenheit des Driisenpulvers abhingig; ein Bei- 
spiel, das nicht zu den giinstigsten zihlt, sei angefiihrt, da iy 
diesem Falle der Lipasegehalt des Riickstands genauer unter. 
sucht wurde. 

Von der Pankreasprobe Nr. 4 wurden 20g mit einem Gehalt yon 
1605 L.-E. (7,8 mg: 17,1°/, Spaltung, entspr. 0,63 L.-E.) mit 320 cem 
Glycerin bei 30° angeschiittelt, nach 4 Stunden filtriert und der Riick- 
stand auf der Nutsche 2mal mit je 100 cem Glycerin nachgewaschen. 
Das gesamte Filtrat betrug 440 cem, der glyceringetriinkte Riick- 
stand 52,4 g. 

Vom Extrakt bewirkten 0,35 cem 21,7 °/, Spaltung, entspr. 0,87 L.-I°. 
vom Riickstand 0,041 g 14,5°/, Spaltung, entspr. 0,48 L.-E. Daher ent- 
hielt die Lésung 1094 L.-E., d.i. 68°/,, der Riickstand 613 L.-E., also 
38 °/, von der Enzymmenge der Driise. 

Der Riickstand wurde ein zweites Mal mit 320 ccm Gly- 
cerin bei 30° extrahiert und zwar 18 Stunden; das Filtrat ent- 
hielt weitere 135 L.-E. Den neuen Filterriickstand behandelten 
wir 9 Tage lang mit Glycerin bei 30° und brachten so wieder 
134 L.-E. in Lésung, schlieBlich in einer vierten, 13 ‘Tage 
dauernden Extraktion noch 31 L-E. Der letzte Riickstand, 
eine briunliche Masse von nicht mehr ansehnlicher Menge, 
enthielt nur 50 L.-E., d.i. 3°/, des Anfangswertes der Driise. 

Die Auflésung der lipatischen Driisensubstanz wird durch: 
Kinwirkung von Trypsin nicht beschleunigt. 

Je 25¢ glycerinfeuchter Riickstand nach einmaliger Extraktion, 
enthaltend 295 L.-E., wurden a) mit 152 ecm 87 °/, igem Glycerin, b) mit 
134 eem 87°/,igem Glycerin und 18 cem 5°/,iger Lésung eines stark 
wirksamen Trypsinpriiparates des Handels 18 Stunden bei 30° behandelt. 
Die Filtrate enthielten a) 65 L.-E., b) 55 L.-E. 

Aus den Glycerinextrakten liBt sich die Lipase nicht in 
wirksamer Form fillen. Wird die filtrierte Glycerinlésung mit 
Alkohol vermischt, so triibt sie sich und scheidet einen grob- 
flockigen Niederschlag aus. Er weist einen kleinen Bruchtei! 
der lipatischen Wirkung auf, wihrend die alkoholische Mutter 
lauge ginzlich wirkungslos ist. 
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20cem Glycerinauszug, 102 L,-E. enthaltend (0,10 cem: 15,0°/, Spaltung, 
entspr. 0,51 L.-E.), wurden mit 100 cem Alkohol vermischt, der entstandene 
Niederschlag in der Zentrifuge abgetrennt und sogleich mit 40 ecm 
Glycerin wieder angeriihrt. Er ging bis auf eine schwache Tribung 
wieder in Lésung. 0,50 cem der neuen Glycerinlésung bewirkten 6,1 °/, 
Spaltung, entspr. 0,09 L.-E. Die ganze Menge enthielt also noch 7,2 L.-E., 
d.i. 7°/) vom angewandten Enzym. Von der alkoholischen Mutterlauge 
ergaben 5,0 ccm keine meBbare Verseifung. 


Diese Aufhebung der lipatischen Wirkung, die sich auf 


*, des Enzyms erstreckt, tritt sofort ein. Wenn man die 


Glycerinlésung mit nur so viel Alkohol vermischt, daB eben 
eine sichtbare Triibung erfolgt, so fehlt die Lipase alsbald, 
obwohl die Probe fiir die Bestimmung zu einer ganz niederen 
Alkoholkonzentration verdiinnt wird. 


20 cem Glycerinextrakt verdiinnten wir mit 15 cem absolutem 
Alkohol bis zur beginnenden Triibung. Die sofort ausgefiihrte Be- 
stimmung mit 0,18 cem ergab 4,0°/, Spaltung, entspr. 0,05 L.-E. Es 
waren also nur noch 10 L.-E., d.i. 10 °/, der in Glycerin gelésten Lipase 
vorhanden. 


Ahnlich wie gegen Alkohol ist das Verhalten der Lipase 
gegen Glykol, welches in seiner Wirkung auf das Enzym ganz 
verschieden vom Glycerin ist. In Glycerinextrakten und 
in der trockenen Driise ist die Lipase gegen Glykol sehr 
empfindlich. 

5 eem vom Glycerinextrakt, enthaltend 26 L.-E., wurden mit 10 cem 
reinem Athylenglykol versetzt und sofort bestimmt. Die Mischung war 
beim Ansetzen der Bestimmung noch klar, triibte sich aber dann nach 
kurzer Zeit. 0,75 cem bewirkten 9,8 °/, Spaltung, entspr. 0,23 L.-E.; es 
waren also noch 4,6 L.-E., d. i. 18°/) der Lipase vorhanden. 

2g Pankreasprobe Nr. 3, enthaltend 163 L.-E., wurden 30 Minuten 
mit 10cem Glykol geschiittelt. Durch Absaugen und Waschen mit 
Aceton und Ather gewannen wir 1,40g trockenen Riickstand neben 
20 ecem Filtrat, das 10 eem Glykol und ebensoviel Aceton enthielt. Von 
diesem gaben 0,15 cem keine meBbare Verseifung. Der Riickstand ent- 
hielt noch 18 L.-E., d. i. 8°/) der Lipase des Ausgangsmaterials (8,8 mg 
bewirkten 5,4°/, Spaltung, entspr. 0,08 L.-E.). 

Von organischen Lésungsmitteln wird fiir kurze Zeit ver- 
hiltnismiBig gut Aceton vertragen, das, gemischt mit Wasser, 
als 30- und 40°/, iges Aceton, zum Verdiinnen der Glycerin- 
ldsungen fiir Adsorptionsversuche Anwendung finden sollte; die 
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Bestindigkeit ist indessen gegentiber dem geschiitzten Zustand 
der Lipase in der Driise sehr vermindert. 

Einen Glycerinauszug, von dem 0,50 ccm 16,6 °/, Spaltung, 
entspr. 0,60 L.-E. ergaben, versetzten wir mit wasserhaltigem 
Aceton a) mit 30°/,igem, b) mit 40°/,igem, und zwar 0,50 
mit 9,50ccm, und wiederholten sofort nach dem Vermischen 
die Bestimmung. Sie ergab a) 0,60, b) 0,60 L.-EK. Die Gegen- 
wart dieser Menge Aceton stért also die Bestimmung nicht. 
Aber schon in 1 Stunde (Zimmertemperatur) nahm die lipatische 
Wirkung ab und nach 3 Stunden (30°) war nur wenig davon 
iibrig, wihrend der Verlust bei gleichem Verdiinnen mit Wasser 
allein noch gering war. a) Die Spaltung nach 3 Stunden 
betrug 4,7 °/,, entspr. 0,07 L.-E.; b) die Spaltung nach 3 Stunden 
betrug 2,2 °/,, entspr. 0,03 L.-E. 

Beim Verdiinnen mit Wasser gibt der Glycerinauszug aus 
Trockenpankreas eine Triibung, die sich bei kurzem Stehen zu 
einem gut absitzenden, nicht eben reichlichen Niederschlag zu- 
sammenballt. Er enthalt nicht viel Enzym. Von verdiinnter 
Essigsiure wird eine reichlichere Fallung hervorgerufen, dic 
einen etwas gréBeren Enzymverlust bedingt. 

Je 20 ecm Glycerinauszug (aus Nr. 3), enthaltend 75 L.-E., wurden 
a) mit 100 cem Wasser, b) mit 100 cem 0,01 n-Essigsiiure versetzt und 
von dem gebildeten Niederschlag mittels der Zentrifuge getrennt. Dann 
ergaben 1,20 cem der gekliirten Lésung a) 17,3°/, Spaltung, entspr. 
64 L.-E. im ganzen Volumen, b) 16,1 °/, Spaltung, entspr, 57 L.-E. in der 
ganzen Menge. Die Niederschlagsbildung bedingte also bei dem Ver- 
diinnen mit Wasser einen Enzymverlust von 15, mit essigsiurehaltigem 
Wasser von 23°/,. Der nur mit Wasser verdiinnte Extrakt gibt mit 
Essigsiure noch eine merkliche und bleibende Triibung. 

Auf diesen Erfahrungen beruht das Verfahren, nach dein 
wir zumeist die Glycerinlésungen fiir die Reinigung der Lipase 
gewinnen. Das Filtrieren der Glycerinextrakte war sehr lang- 
wierig und oft schwierig ausfiihrbar. Besonders trat dieser 
Ubelstand bei der Verarbeitung grofer Driisenmengen hervor: 
wahrscheinlich lieB sich in gréBerem Mafstabe die Behandlung 
der frischen Driisen mit Aceton, wobei sie entfettet, gehirtet, 
getrocknet werden, nicht so vollkommen wie in kleineren Vor- 
proben ausfiihren. Das Driisenmaterial wurde dann, vielleicht 
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infolge beginnender Zersetzung, etwas schleimig und verklebte 
beim Filtrieren jedes Filtermaterial und Klarmittel. Es ist 
daher viel zweckmiBiger, den Glycerinextrakt von der Haupt- 
menge der ungelésten Driisensubstanz durch Zentrifugieren bei 
hoher ‘Tourenzahl zu trennen und den noch stark getriibten 
Glycerinauszug mit Wasser zu verdiinnen, um ihn durch er- 
neutes Abschleudern ohne zu groBen Enzymverlust vollends 
zu klaren. Die triiben Glycerinlésungen (Rohextrakte) werden 
in gréBeren Mengen dargestellt und gesammelt; unmittelbar 
vor dem Versuche wird die erforderliche Menge geklirt und 
wegen der geringen Haltbarkeit der wiBrigen Lésungen unter 
Vermeidung des Stehenlassens verarbeitet. 

Aus 100 g Pankreaspulver gewinnen wir durch 4- bis 
8 stiindiges Digerieren mit Glycerin bei 30° mittels 1/, stiindigen 
Zentrifugierens bei 6000 Umdrehungen in der Minute annihernd 
1600 ccm triiben Rohextrakt, Von einem solchen wurden zum 
Beispiel 400 com, enthaltend 1740 L.-E. (0,20 ccm bewirkten 
22,2°/, Spaltung, entspr. 0,89 L.-E.), mit 2 Liter Wasser ver- 
setzt; kurzes Zentrifugieren bei geringer Tourenzahl (2500) 
geniigte nun, um eine ganz klare Lésung abzutrennen, 2400 ccm 
mit 1440 L.-E. (1,00 com bewirkte 16,5°/, Spaltung, entspr. 
0,60 L.-E.). 

Die Lipaseausbeuten in den Glycerinrohextrakten beliefen 
sich in einigen Beispielen auf 92, 81, 84, die Ausbeuten nach 
dem Verdiinnen und Klaren auf 84, 70, 77°/, der angewandten 
Enzymmenge. Die Anzahl der Lipaseeinheiten in 20 ccm der 
triiben Glycerinlésungen (16 Teile Glycerin auf 1 Teil Trocken- 
pankreas) betrug 95, 83, 87, in den entsprechenden Mengen 
der geklarten Lisungen 87, 72, 79, waihrend filtrierte Ausziige 
aus Trockenpankreas 75—80 L.-E. in 20 ccm enthielten. 

EKinen gewissen MaBstab fiir den Reinheitsgrad der Lipase 
in den Glycerinausziigen, wenn auch keinen genauen, bietet 
die Menge des beim Verdiinnen mit Alkohol entstehenden 
Niederschlags. Die alkoholische Mutterlauge ist natiirlich nicht 
ginzlich frei von geléster Substanz, und die Mutterlaugen aus 
den wasserhaltigen geklirten Extrakten werden noch mehr 
Riickstand enthalten als die aus den wasserfreien filtrierten 
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Glycerinlésungen. Der Reinheitsgrad wird also etwas zu giinstig 
gefunden und verhialtnismaBig giinstiger fir die geklirten 
Glycerinausziige. Der Reinheitsgrad der Lipase steigt von der 
Driise zum geklirten Glycerinauszug ungefaéhr auf das Drei- 
fache an. 

58 ccm eines geklirten Glycerinauszugs, enthaltend 42 L.-K. 
(1,20 com: 21,7°/, Spaltung, entsprechend 0,87 L-E.), wurden 
mit 580 ccm absolutem Alkohol gefallt. Der mittels der Zentrifuge 
abgetrennte, mit Alkohol und Ather gewaschene Niederschlag 
betrug 0,1331 g. Bezogen auf die Fallung war der Lipasewert 
der Enzymlésung 3,2. 

20 ccm filtrierter Glycerinauszug (ebenfalls aus Pankreas. 
probe Nr. 3), enthaltend 66 L.-E. (0,20 com: 18,0°/, Spaltung, 
entsprechend 0,66 L.-E.). fallten wir mit 200 ccm Alkohol. Das 
Gewicht des Niederschlags betrug 0,3893 g, der darauf be- 
zogene Lipasewert des Glycerinauszugs 1,7. 


5. Amylase und Trypsin in den Lipaselésungen. 


Fiir die Beschreibung der lipatischen Glycerinausziige ist 
noch ihr Gehalt an Amylase und Trypsin zu beriicksichtigen. 

Die Amylase wird der getrockneten Driise durch Glycerin 
wie durch Wasser sehr leicht entzogen und ist daher so gut 
wie in ihrer ganzen Menge in allen beschriebenen Ausziigen 
enthalten. Hingegen wird das Trypsin schwerer als die Lipase 
aufgelést. In den Glycerinlésungen finden wir nur etwa die 
halbe tryptische Wirkung wie in der getrockneten Pankreas- 
driise. 

1. Amylase. Fiir die Bestimmung der Pankreasamylase 
soll in einer folgenden Abhandlung eine Methode mitgeteilt 
werden, die sich fiir den Vergleich des Enzyms in verschiedenem 
Reinheitsgrad eignet. Als Substrat dienen 25 ccm 19/,iger 
Stiirkelésung in 37 com gesamtem Volumen, Reaktionstemperatu. 
37°; py = 6,8, eingestellt mit 10 ccm Phosphatpuffer; aus- 
gleichende Aktivierung durch 1 ccm 0,2 n-NaCl-Lésung. 

Als MaB dieser Amylase wird das Hundertfache der Enzym- 
menge gewihlt, fiir die sich die Konstante der monomolekulare: 
Reaktion = 0,01 ergibt, und als Amylaseeinheit (Am.-E.) be- 








Uber Pankreaslipase. 159 


zeichnet. Zwischen der Enzymmenge und der Reaktions- 
konstanten besteht namlich in weiten Grenzen genaue Pro- 
portionalitat. Die Enzymmenge von 0,01 Am.-E. bildet 25°/, 
der theoretischen Menge Maltose in 12,49 Minuten. 

In der vorliegenden Untersuchung ist eine Anzahl von 
Amylasebestimmungen auf eine vorliufige Weise ausgefihrt 
worden, wobei als Ma der diastatischen Wirkung die Menge 
der gebildeten Maltose diente. Die Bedingungen entsprachen 
noch nicht in allem den endgiiltig gewihlten. Wir lieben 5 mg 
cetrocknete Pankreasdriise oder die entsprechende Menge einer 
Enzymlésung auf 25 ccm 1°/,iger Stirkelésung 1 Stunde bei 
37° einwirken, wihrend die Enzymmenge in den spiteren Be- 
dingungen herabgesetzt ist, damit die Spaltung den strengen 
Geltungsbereich der monomolekularen Reaktion, d. i. 30—40°/, 
der theoretischen Maltosemenge nicht iiberschreitet. Die 
Reaktion des Mediums, eingestellt mit 10 ccm Phosphatpuffer 
von py, = 8,0, war nicht die optimale. Der Aktivator fehlte. 

Den gebildeten reduzierenden Zucker ermittelten wir in 
allen Fallen nach der Hypojoditmethode von R. Willstatter 
und G. Schudel*) und berechneten ihn als Maltose. 

Unter diesen Umstiinden lieferte die Amylase der getrock- 
neten Driise (Nr. 3) 153,3 mg, ein wifriger Auszug 148,0 mg, 
ein filtrierter Glycerinauszug 136,0 mg, ein durch Verdiinnen 
geklarter Glycerinauszug 149,38 mg. Der Gehalt unserer 
Glycerinausziige (16 Teile Glycerin auf 1 Teil Pankreas) an 
Amylase in 100 ccm betrug 284—300 Am.-E. 

2. Trypsin. Die Bestimmung der tryptischen Pankreas- 
wirkung hat nur die Bedeutung einer vergleichenden vorliufigen 
Schitzung. Sie beruht auf dem in alkoholischer Lisung meB- 
baren Acidititszuwachs bei der EiweiShydrolyse. Als Substrat 
wird Gelatine angewandt und zwar 20 ccm einer 3°/,igen 
Lisung. Die geeignete schwach alkalische Reaktion wird mit 
Ammoniak-Ammoniumchloridpuffer von p, = 8,9 (3,3 ccm 
n-NH, + 6,7 ccm n-NH,Cl) eingestellt. Den Vergleich von 
Trypsinlésungen verschiedener Reinheitsstufen erméglicht die 


a 


1) Chem. Ber. Bd. 51, S. 780 (1918). 
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ausgleichende Aktivierung mit 40 mg Calciumchlorid. Die 
tryptische Wirkung wird mit 0,625 g getrockneter Driise oder 
der dieser Menge Ausgangsmaterial entsprechenden Enzym- 
lésung (vom Glycerinauszug 10,0 ccm) in 2 Stunden bei 30° 
bestimmt und mit der zur Neutralisation in 90°/,iger alko- 
holischer Lésung erforderlichen Menge 0,8 n-Kalilauge aus- 
gedriickt. 

Die getrocknete Pankreasprobe Nr. 3, der wiBrige Auszug, 
die filtrierte Glycerinlésung, der geklarte Glycerinauszug er- 
gaben folgende Werte fiir die Trypsinwirkung: 2,71, 1,29, 1,17, 
1,47 ccm 0,8 n- KOH. 


II. Trennung der Lipase von Amylase und Trypsin. 
1. Adsorption der Lipase durch Tonerde. 


Die Lipase laBt sich aus den Glycerinausziigen durch 
Aluminiumhydroxyd und durch Kaolin leicht adsorbieren. 

Das Bindungsvermégen des adsorbierenden Mittels soll 
nach dem Vorbild, das die Untersuchungen iiber Invertin fiir 
die Adsorption eines Enzyms aufzustellen beginnen, ausgedriickt 
werden durch den Adsorptionswert (A.-W.), dies sei in 
dem vorliegenden Falle die Enzymmenge in Lipaseeinheiten, 
die von .1g Adsorbens unter bestimmten Bedingungen aut- 
genommen wird. 

Unter den vielen Faktoren, die fiir das Adsorptions- 
verhalten eines Enzyms bestimmend sind, ist in erster Linie 
die Darstellung und Beschaffenheit des Adsorptionsmittels zu 
beriicksichtigen. In einer demnichst zu verdffentlichenden Ab- 
handlung iiber Aluminiumhydroxyd von R. Willstatter und 
H. Kraut werden Darstellungsweise und Eigenschaften ver- 
schiedener fiir die Enzymadsorption geeigneter Tonerdesorten 
behandelt und es wird in einigen Beispielen auf das ungleiche 
Verhalten einer Sorte von Tonerde gegen verschiedene Enzyme 
und auf das ungleiche Verhalten verschiedener Sorten von 
Tonerde gegen ein und dasselbe Enzym hingewiesen. 

Die in unseren Versuchen angewandten Sorten von Alu- 
miniumhydroxyd werden in der Arbeit von Willstatter und 
Kraut folgendermaBen bezeichnet: 








Aluminiumhydroxyd 4, durch Fallen von Aluminiumsulfat 
mit Ammoniak und darauffolgendes langes Kochen dargestellt, 


plastisch +); 


Aluminiumhydroxyd £8, ebenso dargestellt, aber ohne 
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lingeres Kochen, plastisch; 


Aluminiumhydroxyd C, wie B, aber mit sehr verdiinntem 


Ammoniak gefallt, feinpulvrig und voluminés; 


Aluminiumhydroxyd D, aus Kaliumaluminat mit Kohlen- 


dioxyd gefallt, mikrokrystallinisch grobpulvrig. 


Von diesen Priaparaten ist die Sorte B am geeignetsten. 
Bei dem Vergleiche, der in erster Linie die Isolierung der 
Lipase vorbereitet, ist auBer auf gutes Adsorptionsvermégen 
auch auf die Eluierbarkeit des entstehenden Adsorbats Riick- 


sicht zu nehmen. 


Vergleichende Adsorption mit verschiedenen Sorten von Aluminium- 


Tabelle. 
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Die mit B erhaltenen Adsorbate sind gut 
eluierbar. Von Aluminiumhydroxyd 4 wird die Lipase weniger 
leicht aufgenommen, aber sie wird ebenfalls glatt eluiert. Das 





bydroxyd. (20 cem Glycerinauszug, verdiinnt mit 100 cem Wasser, ent- 
haltend 1,2 cem n-Essigsiure.) 
Menge des 
vel Datum | 80tteFom_ | Atumniom- |, A896: | adsorp 
hydroxyd — pase in °/, tionswert 
e 20. III. 22 A 0,1338 76 277 
2 20. ILI. 22 B 0,0580 48 400 
3. 7. VII. 22 B 0,0580 46 293 
(mit dem Auszug 
von Nr. 2) 
4, 17. VII. 22 B 0,0580 46 298 
(mit dem Auszug (andere 
von Nr. 2) Darst.) 
5. 7. VIL. 22 C 0,0580 27 172 
6. 20. III. 22 D 0,5920 33 26,7 








‘) R. Willstitter, Liebig Ann. der Chem., Bd 422, S. 47 und zwar 
S. 72 (1920/21); R. Willstitter u. F. Racke, ebenda Bd. 425, S.1 und 


zwar $. 69 (1920/21). 
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Aluminiumhydroxyd C ist (wie 4) weniger fiir die Adsorption 
geeignet und es ist ungeeignet fiir die Elution. Die Sorte /) 
erweist sich wegen ihrer mikrokrystallinischen, grobpulvrigen 
Beschaffenheit am wenigsten wirksam als Adsorbens. In der 
vorstehenden Tabelle wird das Adsorptionsvermégen der ver- 
schiedenen Darstellungen von Aluminiumhydroxyd verglichen. 

Die Lipaseadsorption ist von so zahlreichen Umstiinden ab- 
hangig, daB fir ihre Untersuchung zunichst nur einige Um- 
risse oder Richtlinien gegeben werden kénnen. Die folgenden 
Angaben haben nur den Sinn von Beispielen, bestimmt, die 
praparative Arbeit vorzubereiten. Der Vergleich wird erschwert 
und zum ‘Teil unstimmig gemacht dadurch, daB verschiedene 
Pankreasproben, auf verschiedene Weise gewonnene Ausziige 
und solche von verschiedenem Alter verwendet wurden und 
daB ein ‘Teil der Versuche mit der einen, weitere mit einer 
anderen Sorte Aluminiumhydroxyd ausgefiihrt wurden. 

Auch der Glyceringehalt der angewandten Liésung, der 
unvermeidlich ist, beeinfluBt den Adsorptionswert. Daher ist 
die Angabe des Adsorptionswertes auBer mit dem Volumen in 
Kubikzentimeter, das die Lipaseeinheit enthalt, und dem pro- 
zentischen Betrag des adsorbierten Enzyms auch mit dem 
Prozentgehalt der Lésung an Glycerin zu ergiinzen. 

Das Verhalten der Lipase bei der Adsorption unterscheidet 
sich wesentlich von dem in der 4. Abhandlung iiber Invertin’ 
naher untersuchten Verhalten des letzteren. Invertin wird mit 
steigendem Reinheitsgrad viel reichlicher adsorbiert, was aus 
vergleichenden Versuchen mit Hefeausziigen und gereinigten 
Invertinlésungen hervorgeht. Der Unterschied erklirt sich 
durch den Einflu8 der mit dem Invertin assoziierten Begleit- 
stoffe, der Hefeinhaltsstoffe, welche der Adsorption entgegen- 
wirken. Dieser Kinflu8 der Begleitstoffe wird auch durch starke 
Verdiinnung iiberwunden. Daher wirken die Adsorbentien au! 
die verdiinnten Lésungen in ausgezeichneter Weise auswihlend, 
der Adsorptionswert steigt bedeutend. 

Im Gegensatz zu diesen Erfahrungen findet man bei de! 


1) Diese Zs., im Druck. 
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Lipase kein Anwachsen des Adsorptionswertes 1. bei erheblich 
steigendem KReinheitsgrad und 2. bei gréBerer Verdiinnung. 
Die Begleitstoffe iiben also einen verhiltnismiBig geringen 
Kinflu8 auf die Adsorption der Lipase aus, und zwar keinen 
hemmenden. Eine gréBere Abhingigkeit von den Beimischungen 
zeigt sich beim Eluieren der Adsorbate. 

Kin gewisser EinfluB der Begleitstoffe besteht dennoch. 
Kr scheint sich beim Altern einer Lipaserohlésung geltend zu 
machen und sich im Sinken des Adsorptionswertes zu dufern. 
Bei der Kinwirkung von Aluminiumhydroxyd 4 auf einen (mit 
Wasser 5fach verdiinnten) Glycerinauszug in frischem, 2 und 
5 Monate altem Zustand fanden wir die Adsorptionswerte 209, 
142, 133. In etwa demselben Verhiltnis ist indessen der 
Glycerinauszug beim Altern armer an Lipase geworden; viel- 
leicht hat das zerstérte Enzym gleich dem wirksamen das 
Adsorbens abgesattigt. Unter der Annahme, das infolge der 
Zersetzung fehlende Enzym sei wie das aktive adsorbiert worden, 
wiirden sich die Adsorptionswerte berechnen: 209, 194, 212 
vergleiche auch in der vorstehenden Tabelle Nr. 2—4). 

Bis zu einem hohen Grad der Adsorption ist der ad- 
sorbierte Betrag der Lipase, mehr als es fiir Invertin gilt, pro- 
portional der Adsorbensmenge, der Adsorptionswert also einiger- 
maBen konstant und erst gegen das Ende hin sinkend. 

Die Aufnahme der Lipase durch die Tonerde wird nicht 
in einfacher Beziehung zur Adsorbensoberfliche stehen, sondern 
wahrscheinlich durch chemische Affinitit wesentlich beeinfluBt 
sein. Ks kann dabei eine Rolle spielen, daB die elektro-nega- 
tiven EKigenschaften des amphoteren Enzyms durch den Zu- 
satz von Glycerin gesteigert werden, wie es von anderen am- 
photeren Stoffen in Glycerinlésung bekannt ist.’) 

Die Unterschiede im Verhalten von Invertin und Lipase 
beruhen wahrscheinlich auf der Verschiedenheit ihrer elektro- 
chemischen Natur; die sauren EKigenschaften erscheinen bei der 
lipase ausgepriigter, vielleicht auch die basischen, 


') W. Léffler u. K. Spiro, Helvet. chim. acta Bd. 2, 8. 533 und 
zwar 8, 540 (1919); R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Chem. 
Ber. Bd, 54, S. 2988 und zwar 8. 2991 (1921). 


1° 











164 Richard Willstitter und Ernst Waldschmidt-Leitz, 


Adsorption mit verschiedenen Mengen von Tonerde. 


In dem folgenden Beispiel 1 erstreckt sich die anniihernde Pro- 
portionalitét zwischen den Mengen von Adsorbens und adsorbierter 
Lipase bis zu einem recht hohen Adsorptionsgrad. In den Versuchen 5 
und 6 sinkt der Adsorptionswert schon betriichtlich von einem etwas 
friiheren Grade der Adsorption an. Der Unterschied mag dadurch erkliirt 
werden, da8 fiir die letzten Anteile des Enzyms die Proportionalitiit 
ganz unsicher ist. Es kommt vor, da8 noch bis iiber 90°/, die Lipase 
glatt adsorbiert wird, und anderseits, daB die letzten kleinen Anteile 
eine unverhiltnismaBig groBe Menge Adsorbens erfordern. In den Bei- 
spielen 5b und 6b wiirde man mit weniger Aluminiumhydroxyd einen 
weit héheren Adsorptionswert finden. 

Versuch 1. 50 cem filtrierten Glycerinauszug aus Pankreasprobe 
Nr. 4, enthaltend 194 L.-E. (0,25 cem: 23,5°/) Spaltung, 0,97 L.-E.), ver- 
diinnte man mit 250 cem Wasser und schiittelte mit a) 16, b) 32, ¢) 50 ccm 
Tonerdesuspension (Sorte A). Nach der Abtrennung des Adsorbats 
mittels der Zentrifuge bestimmten wir die Adsorptionsrestlésung, dic 
305, 310, 315 ccm betrug. 


a) 1,50 cem Restlésung bewirkten 14,3°/, Spalt., entspr. 0,47 L.-E. 


b) 3,00 cem . +s 6,7 a » a2 
¢) 6,00 ccm ” ” 6,6 ” ” 0,11 
a) 0,486 g Al,O, ads. 98 L.-E. = 49°/,, A.-W. 202 
b) 0,978 g_sC*,,, i an Se  , > 
ce) 1,520¢g _ ,, »§ Ba TF. «= Te 


Versuch 2. 2400 ccm geklirter, 15°/, Glycerin enth. Auszug 
mit einem Gehalt von 1440 L.-E. (1,00 cem:16,5°/, Spaltung, 0,60 L.-/.) 
wurden mit 24,0 ecm n-Essigsiiure und a) 225, b) 375 eem Aluminium: 
hydroxyd C versetzt. 


a) 2,00 ccm Restlésung bewirkten 16,1°/, Spalt., entspr. 0,57 L.-E. 


b) 2,00 eem m ae 11,2 se " 0,29 
a) 6,00 g Al,O, ads. 713 L.-E. = 50%, A.-W. 119 
b) 10,00g ,, . 1056 ,, = 73 » 106 


Versuch 3. 20 ccm filtrierten Glycerinauszug aus Pankreasprobe 
Nr. 4, enthaltend 48,7 L.-E. (0,275 ecm: 18,0°/, Spalt., 0,67 L.-E.), ver- 
diinnten wir nach Ansiuern mit 1,2 cem n-Essigsiiure mit 100 ecm 
Wasser und schiittelten ihn mit a) 40 ecm, b) 60 eem Tonerdesuspension /): 
durch Abschleudern mittels der Zentrifuge erhielten wir a) 160, b) 172 ecu 
Restlésung, die wir bestimmten. 


a) 2,22 cem Restlésung bewirkten 15,3°%/, Spalt., entspr. 0,52 L.-E. 
b) 4,76 cem ” ” 22,3 ” ” 0,91. 
a) 0,3948 g Al.O, ads. 11,2 L.-E. = 23°/,, A.-W. 28,4 
b) 0,5922¢ 4, 4 15,8 ,, = 33 


26,7 
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Versuch 4. 20cem des im Versuch 3 angewandten Glycerin- 
auszugs (enth. 48,7 L.-E.) siuerten wir mit 1,2 ccm n-Essigsiure an und 
versetzten mit a) 10 cem, b) 20 cem Tonerdesuspension (Darst. B); nach 
dem Abschleudern in der Zentrifuge verblieben a) 131, b) 1388 cem Ad- 
sorptionsrestlésung. 


2) 3,60 com Restlésung bewirkten 16,9°/, Spalt., entspr. 0,62 L.-E. 


b) 3,88 ccm ” ” 5,9 ” ” 0,08 ,, 
a) 0,1095 g Al,O, ads. 26,1 L.-E. = 54°/,, A.-W. 238 
b) 0,2190¢ ,, 4» 45,9 ., = 94 » «210 


Versuch 5. 164 cem filtrierter Glycerinauszug wurden mit 830 ecm 
Wasser verdiinnt; Gehalt an Glycerin 15°/,, Lipasemenge 836 L.-E. 
(0,10 eem:15,0°/, Spaltung, 0,51 L.-E.). Nach Ansiiuern mit 10,0 cem 
n-Essigsiiure erfolgte die Adsorption a) mit 110 ecm Aluminiumhydroxyd A, 
b) wiederholt mit derselben Menge. 


a) 3,25 cem Restlésung bewirkten 16,1°/, Spalt., entspr. 0,57 L.-E. 


b) 3,50 ccm ”? ” 6,0 ”? ” 0,09 ,, 
a) 3,344 g Al,O, ads. 650 L.-E. = 73%, A.-W. 194 
b) 6,688¢ , 4, 806 ,, =94 » 121 


Versuch 6. Von einer Elution aus Tonerdeadsorbat, befreit von 
Phosphat, 25°/, Glycerin enth., mit einem Gehalt von 45 L.-E. in 100 ecm 
(1,78 cem: 20,5°/, Spalt., 0,80 L.-E.), mit 1°/, n-Essigsiure angesiuert, 
wurden a) 100 ccm mit 5,0 cem Tonerdesuspension A, b) 250 ccm mit 
20,0 cem Tonerde behandelt. 

a) 3,74 cem Restlésung bewirkten 10,4°/, Spalt., entspr. 0,25 L.-E. 

b) 3,74 cem = - 7,2 ‘i ss 0,12 

a) 0,152 g Al,O, ads. 38 L.-E. = 849/,, A.-W. 250 
b) 0,608g , 4, 1045 , = 98 » 172 


Die Adsorption aus saurer Liésung, 


die zur Trennung von den begleitenden Enzymen wichtig ist, erfordert 
mindestens die gleiche Menge Aluminiumhydroxyd wie die Adsorption 
aus neutraler Fliissigkeit. 

Versuch 7. 10 cem Glycerinauszug, enthaltend 46 L.-E. (0,20 ccm : 
22,6°/, Spaltung, 0,92 L.-E.), verdiinnten wir a) mit 50 ccm Wasser, 
b) ebenso unter Zusatz von 0,5 cem n-Essigsiiure. Zur Adsorption dienten 
je 0,304 g Al,O, (Darst. .A). 

a) 2,72 cem Restlésung bewirkten 6,6°/, Spalt., entspr. 0,11 L.-E; 

ads. 43,2 L.-E. 
b) 2,72 eem Restlésung bewirkten 10,3°/, Spalt., entspr. 0,24 L.-E.; 
ads, 40 L.-E. 


Adsorption aus verdiinnter Lésung. 


Mit der annihernden Proportionalitit zwischen Adsorbens und 
adsorbierter Lipase ist es nicht leicht in Einklang zu bringen, daB die 
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Lipase aus dem Glycerinauszug bei stirkerer Verdiinnung in geringerem 
Mabe durch Tonerde adsorbiert wird. Aber fiir die Adsorption aus 
verdiinnter Lésung sind die Bedingungen nicht ganz dieselben wie fiir 
die Adsorption zum Beispiel des letzten Fiinftels unter den iiblichen 
Umstiinden. So ist in den zwei Fallen ungleich das Verhiiltnis zwischen 
dem adsorbierten Enzym und der Menge seiner Begleitstoffe. — Um eine 
Zersetzung des Enzyms zu vermeiden und um die Versuchsverhiltnisse 
vergleichbar zu machen, stellten wir auch beim Verdiinnen den Glycerin 
gehalt von 15°/, her. 

Versuch 8. 20 cem Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr. 4, ent. 
haltend 44 L.-E. (0,275 cem: 16,8°/, Spaltung, 0,61 L.-E.), wurden a) mit 
100 eem Wasser verdiinnt und nach Zusatz von 1,2 ecm n-CH.COOH 
mit 6,2 eem Tonerdesuspension B geschiittelt; b) mit 500 cem Wasser 
und 80 ecm Glycerin verdiinnt und in derselben Weise angesiiuert und 
mit Aluminiumhydroxyd behandelt. 


a) 1,74 cem Restlésung bewirkten 10,6°/, Spalt., entspr. 0,27 L.-b. 


b) 8,39 ecm - * 14,5 - ‘a 0,48 
a) 0,058 g Al,O, ads. 25 L.-K. = 579/,, A.-W. 431 
b) 0,058¢ , 4, 10 4 = 23 »~ i 


Zusatz von Aceton beférdert die Adsorption. 

Versuch 9. Auf je 50cem Glycerinauszug, enthaltend 194 L.-E.. 
lieBen wir 0,486 g Tonerdepriiparat A einwirken nach Verdiinnung mit 
a) 250 cem Wasser, b) 160 com Wasser + 90 cem Aceton (Acetongehalt 
der Flissigkeit 30°/,), c) 130 cem Wasser + 120 cem Aceton (Aceton 
gehalt der Flissigkeit etwa 40°/,). 

a) 3,00 ccm Restlésung bewirkten 22,9°/, Spalt., entspr. 0,93 L.-I:. 

b) 3,00 cem re a 17.4 . “. 0,64 ,, 

¢) 8,00 ecm si = 14,3 9 - 0,47 


Die adsorbierten Mengen betrugen 98, 129 und 146 L.-E., ent- 
sprechend 49, 66 und 75°/,. Auf die Abtrennung der Amylase wirkt 
der Zusatz von Aceton stérend, da sie in acetonhaltiger Lésung reich 
licher als in wiBriger in Tonerde iibergeht. 


Vergleich der filtrierten und geklirten Ausziige. 

Trotz des verschiedenen Reinheitsgrades dieser Ausziige, deren 
Trockenriickstiinde, auf gleiche Anzahl von L.-E. bezogen, etwa den 
Verhaltnis 3:1 entsprechen, erfolgt die Adsorption der Lipase aus ihnen 
in gleichem Mabe. 

Versuch 10. a) Filtrierter Auszug. 20 cem Glycerinauszug aus 
Pankreasprobe Nr. 3, enthaltend 75 L.-E. (0,20 cem:19,5°/, Spaltung, 
0,75 L.-E.), verdiinnten wir mit 100 eem Wasser und priiften nach Zusatz 
von 1,2 cem n-Essigsiiure die Adsorption mit 20 eem Tonerdesuspension / 
(0,186 g Al,O,). 
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2,72 com Restlésung bewirkten 12,2°/, Spalt, entspr. 0,35 L.-E. 

57 L.-E. = 76°/, waren adsorbiert, A.-W. (1,9 eem) 306. 

b) Geklirter Auszug. 120 cem dureh Verdiinnen mit Wasser ge- 
klirter Glycerinauszug aus Probe Nr. 3, enthaltend 91 L.-E. (1,20 ecm: 
22,4°/,, 0,91 L.-E), wurden mit 1,2 ecm n-Essigsiure angesiiuert und mit 
dem 11/, fachen der oben angewandten Tonerde behandelt. 

2,72 ccm Restlésung bewirkten 7,9°/, Spaltung, entspr. 0,15 L.-E. 

Adsorbiert waren 83 L.-E. = 91°/,, A.-W. (1,65 eem) 297. 


EinfluB des Reinheitsgrades. 

Aus den Versuchen 11—13 folgt, daB der Adsorptionswert nicht 
mit steigendem Reinheitsgrade der Lipase zunimmt. 

Versuch 11. a) 100 cem Glycerinauszug mit 385 L.-E. (0,20 cem : 
\9,9°', Spalt., 0,77 L.-E.) wurden mit 500 cem Wasser und 7 ccm n-Essig- 
siure vermischt und mit 65 cem Aluminiumhydroxyd A behandelt. 

6,00 cem Restlésung bewirkten 10,1°/, Spaltung, entspr. 0,24 L.-E. 

b) Von der aus dem Adsorbate gewonnenen Elution unterwarfen 
wir nach Ausfillung der Phosphorsiiure 250 cem von neuem der Ad- 
sorption mit Tonerde; vergleiche die Bestimmungen im Versuche 6b. 

a) 1,976 g Al,O, ads. 360 L.-E.; A.-W. 182 (94°/, ads., 1 L.-E. in 

1,7 ccm). : 
b) 0,608 g Al,O, ads. 104,5 L.-E., A.-W. 172 (93°/, ads., 1 L.-E. in 
2,4 ccm). 

Versuch 12. a) Zur Adsorption mit 100 ccm Tonerdesuspension A 
dienten 100 eem Glycerinauszug (Gehalt 375 L.-E., vgl. Vers. 10a), ver- 
diinnt mit 500 cem Wasser unter Zusatz von 6,0 cem n-Essigsiure. 

2,72 eem Restlésung bewirkten 6,5°/, Spaltung, entspr. 0,11 L.-E. 

b) 800 cem Elution aus diesem Adsorbate, 50°/, Glycerin enthaltend, 
wurden mit 800 cem Wasser und 19 cem n-Essigsiiure versetzt und mit 
50 cem der Tonerdesuspension behandelt. 

8,08 cem Restlésung bewirkten 6,2°/, Spaltung, entspr. 0,09 L.-E. 

a) 3,040 ¢ Al,O, ads. 347,5 L.-E.; A.-W. 114 (93°, ads., 1,85 cem 
fiir 1 L.-E.). 

b) 1,520 g Al,O, ads. 133 L.-E.; A.-W. 87,5 (899/, ads., 11,0 eem 
fiir 1 L.-E.). 

Versuch 13. Aus dem gekliirten Glycerinauszug des Versuchs 2 
wurde ein Tonerdeadsorbat gewonnen und eluiert. 2150 ccm der Elution, 
die 16°/, Glycerin enthielt, siuerten wir mit 25 ccm n-Essigséure an und 
adsorbierten die Lipase zum zweiten Male mit 225 cem ‘Tonerde- 
suspension C. 

3,00 cem Restlésung bewirkten 3,1°/) Spaltung, entspr. 0,04 L.-E. 

Dureh 6,0 g Al,O, waren von 440 L.-E. der Elution 409 L.-E. ad- 
sorbiert. 

1. Adsorption A.-W. 106 (73°/) ads., 1 L.-E. in 1,9 cem). 

2. ‘a os 83 (93 » 1 » >» Seem. 
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Hinderung der Adsorption durch Phosphorsiaure. 


Die Lipase wird aus phosphorséure- oder alkaliphosphat- 
haltiger Lésung auch von groBen Mengen Aluminiumhydroxyd 
nur in sehr geringem Mae aufgenommen; Zusatz von Al- 
bumin zur phosphorsiurehaltigen Fliissigkeit hindert die Ad- 
sorption ganzlich. Fiir die Elution zu priparativen Zwecken 
sind allein Alkaliphosphate geeignet. Daher mu8 man, um die 
Elutionen zur vollstindigen Entfernung der Amylase ein zweites 
Mal der Tonerdeadsorption unterziehen zu kénnen, zuvor die 
Phosphorsaure quantitativ ausfallen. 


Versuch 14. Von einer alkalischen, phosphathaltigen Elution 
aus Tonerdeadsorbat wurden 91 ccm, die 60 L.-E. enthielten, mit 3,5 ccm 
n-Essigsiure angesiuert und mit 30 ccm Tonerdesuspension B (0,279 ¢ 
Al,O,) behandelt, einer unter gewoéhnlichen Bedingungen zu reichlicher 
Adsorption geniigenden Menge. 

1,31 ecm Restlésung bewirkten 16,9°/, Spaltung, entspr. 0,61 L.-E. 

Es waren also 4 L.-E. d.i. 7°/, der Lipase adsorbiert. 

Versuch 15, Je 40 cem einer phosphathaltigen Elution, die 13 L.-E. 
enthielten (2,50 ccm: 20,7°/, Spaltung, 0,81 L.-E.), behandelten wir nach 
dem Ansiauern mit 0,8 cem n-Essigsiure mit 8 cem Tonerde A (0,243 g) 
unter Zusatz von a) 3,0 cem Wasser, b) 3,0 ccm 3°/,iger Albuminliésung. 

a) 3,13 ecm Restlésung bewirkten 19,7°', Spalt., entspr. 0,76 L.-E. 

b) 3,13 eem " * 20,7 ma " 0.81 

Adsorbiert waren also a) 0,9, b) 0 L.-E. 


2. Elution der Lipase aus dem Tonerdeadsorbat. 


Aus den Tonerdeadsorbaten laBt sich die Lipase in den 
meisten Fallen durch sehr verdiinntes Ammoniak (n/50) teil- 
weise eluieren, allein die Elutionsausbeuten schwanken in 
weiten Grenzen je nach Herkunft und Alter der Lipaselésungen, 
aus denen die Adsorbate gewonnen sind. 

Glycerinausziige aus Pankreasprobe Nr. 1 lieferten in 
frischem Zustand Adsorbate, die fast gar kein Enzym an 
Ammoniak abgaben; die Eluierbarkeit verbesserte sich indessen 
bei monatelangem Altern dieser Glycerinausziige. Die aus 
einem andern Driisenmaterial, der Pankreasprobe Nr. 4 (Pan- 
kreasdriisen von Schweinen aus dem Bakonyerwalde; hell, ver- 
kalkt und stark fetthaltig) gewonnenen Glycerinausziige gaben 
Adsorbate, die schon in frischem Zustand mit 30°/, Ausbeute 
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von Ammoniak eluiert wurden, nicht giinstiger nach monate- 
langem Stehen der Glycerinextrakte. Die Pankreasprobe Nr. 3, 
bei deren Trocknung infolge der groBen Masse der zu ver- 
arbeitenden Driisen Zersetzungsvorginge begonnen zu haben 
scheinen, verhielt sich abweichend und zwar giinstig. Die 
daraus und sogar aus frischen Glycerinausziigen gewonnenen 
Adsorbate gaben den gréBeren Teil der Lipase an n/50- 
Ammoniak ab. 

Diese Unterschiede lassen sich nur verstehen, wenn man 
wie beim Invertin!) den EinfluB der begleitenden Stoffe be- 
riicksichtigt. Die Elution der Lipase durch Ammoniak scheint 
durch gewisse in wechselnder Menge mit dem Enzym assoziierte 
Begleiter, Koeluentien, bedingt zu werden. Der Gehalt der 
Glycerinausziige an Koeluentien ist von der Beschaffenheit des 
Ausgangsmaterials und von den in den Glycerinlésungen beim 
Aufbewahren verlaufenden Abbauvorgingen abhingig. 

Versuch 1. a) Aus 50 cem Glycerinauszug (Pankreasprobe Nr. 1) 
wurde mit 1,520 g Al,O, (Darst. A) ein Adsorbat, 318 L.-E. enthaltend, 
gewonnen. Zur Elution diente das Gemisch von 50 cem 87°/,igem Gly- 
cerin, 75 ccm Wasser und 2,5 cem n-NH;. Da 10 cem Elution 4,1°/, 
Spaltung, entspr. 0,05 L.-E., bewirkten, so waren 0,63 L.-E. eluiert. 

b) Aus demselben Auszug (24 ccm) wurde nach 2 Monaten mit 
0,760 g Al,O, ein 108 L.-E. enthaltendes Adsorbat dargestellt. Elution 
mit 1,2 eem n-NH, + 24 cem Glycerin + 35 eem Wasser. 0,63 ecm der 
Elution bewirkten 13,6°/, Spaltung, entspr. 0,43 L.-E. 

Daher enthielt die ganze Elution, deren Abtrennung ohne Verlust 
gedacht ist, 41 L.-E., d. i. 38°/, der méglichen Menge. 

c) Nach 5 Monate langem Aufbewahren des Auszugs eluierten wir 
ein Adsorbat von 81 L.-E. in 0,608 g Al,O, A mit 1,0 cem n-NH, + 20 ccm 
Glycerin + 30 ccm Wasser. Von der Elution bewirkten 0,50 cem 9,8°), 
Spaltung, entspr. 0,23 L.-E. 

Die Elutionsausbeute war also 23 L.-E. = 29°), vom Enzym des 
Adsorbates. 

Versuch 2. Das Tonerdeadsorbat war aus frischem Glycerin- 
auszug der Pankreasprobe Nr. 3 gewonnen und enthielt in 0,304 g Al,O, 
(Prip. A) 43 L.-E. Nach der Elution mit 1,0 cem n-NH, + 29 cem 
Wasser + 20 ccm Glycerin bewirkte 1,00 cem der Lésung 15,4°/, Spal- 
tung, entspr. 0,53 L.-E. 

Es waren also 26,5 L.-E., d. i. 62°/, eluiert. 


1) R. Willstitter u. F. Racke, Liebigs Ann. der Chem., Bd. 425, 
S.1 und zwar S. 57 (1920/21). 
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Ohne merklichen KinfluB dieser schwer zu kontrollierenden 
Koeluentien gelingt die Elution der Tonerdeadsorbate glatt und 
mit guter Ausbeute mit glycerinhaltigen Alkaliphosphatlésungen, 
die im Verhiltnis (NH,),PO,:2(NH,),HPO, zusammengesetzt 
sind (21/,-NH,-Phosphat). Die Ausbeuten beim Eluieren der 
ersten Tonerdeadsorbate bewegen sich zwischen 75 und 90°, 
beim Eluieren der zweiten Adsorbate sind sie noch etwas 
giinstiger, wenn ein geeignetes Praparat von Aluminiumhydroxyd 
(4 und B, nicht C) dafiir angewandt wird. 

Versuch 3. Ubereinstimmend mit dem Versuch 2 diente das 


Adsorbat mit 43 L.-E. zur Elution. Sie wurde mit dem Gemisch von 
30 cem 1°/,igem (NH,),HPO,, 1,6 cem n-NH, und 20 ecm 87°/,igem 
Glycerin ausgefiihrt. 1,00 ccm der Elution bewirkte 17,5°/, Spaltung, 
entspr. 0,65 L.-E. 

Die Elution enthielt also 34 L.-E., d. i. fast 80°/). 

Versuch 4. Das Adsorbat war aus dem Glycerinauszug der 
Pankreasprobe Nr. 4 mit 3,952 g Al,O, (Sorte A) gewonnen und enthielt 
729 L.-E. Wir eluierten dasselbe 2mal mit je 500 ccm der Mischuny 
von 200cem Glycerin, 288 cem 1°/,igem Diammonphosphat und 12 cem 
n-NH,. Von den vereinigten Elutionen bewirkte 1,00 cem 18,5°/, Spal- 
tung, entspr. 0,69 L.-E. 

Daher belief sich die Elutionsausbeute (die kleinen Verluste beim 
Abtrennen der Tonerde bleiben unberiicksichtigt) auf 690 L.-E., ent 
sprechend 94°), der adsorbierten Lipase. 


Mit der angegebenen alkalischen Phosphatlésung waren 
die Resultate bei den Elutionen am gleichmiiBigsten, aber mit 
mehr oder weniger alkalischem Phosphat, von tertiirem bis zu 
primirem, war die Zerlegung der Adsorbate gleichfalls méglicl. 
wenn auch mit stark schwankender Ausbeute. Ein aus Glycerin- 
extrakt der Pankreasprobe Nr. 4 stammendes, durch zweimalige 
Uberfiihrung in Tonerde gewonnenes Adsorbat gab an primiires, 
sekundires und _tertiires Ammoniumphosphat von _ ent- 
sprechendem Prozentgehalt wie im Versuche 4 67 und 55 und 
56°/, der Lipase ab. In einem genau analogen Versuche der 
Verarbeitung von Pankreasprobe Nr. 3 wurden aber nur 14°, 
der Lipase durch primiires, 42°/, durch alkalisches Phosphat 
(21/,-Ammoniumphosphat) eluiert. Das Eluens wirkt also nicht 
durch eine bestimmte Acidit&ét, sondern durch einen spezifischen 
KinfluB des Phosphations. Dieses kann aber durch analoge Ionen 
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ersetzt werden, wie es im folgenden Versuche mit Arsenat ge- 
lungen ist. 

Versuch 5. Das Tonerdeadsorbat war aus 180 ccm geklirtem 
Glycerinauszug von Pankreasprobe Nr. 3 mit 0,419 g Al,O, (Darst. B) 
gewonnen und enthielt 108 L.-E. Die Elution fihrten wir zweimal mit 
jie 40 cem 1°/, igem primiiren Kaliumarsenat + 6,0 cem n-NH, unter Zusatz 
yon 30 cem 87°/, igem Glycerin aus. Da 1,00 cem der vereinigten Elu- 
tionen 16,6°/) Spaltung, entsprechend 0,60 L.-E. bewirkte, so waren ins- 
cesamt 85 L.-E., d. i. 80°/, des adsorbierten Enzyms, eluiert. 

Im Parallelversuch mit 21/, basischem Ammonphosphat betrug die 
Elutionsausbeute genau iibereinstimmend 80°/,. 

Fiir die Darstellung der Elutionen in priiparativem Mab- 
stab ist auch ein Gehalt des Eluens an Glycerin, und zwar 
ein betrachtlicher, unersetzlich, da nur dadurch die Inakti- 
vierung der Lipase in wibriger Lisung hintangehalten werden 
kann. Fir die Zerlegung der Tonerdeadsorbate dient in den 
folgenden Arbeiten eine Lésung von 2?/, basischem Ammon- 
phosphat, die aus 57 Volumteilen 1°/, iger Diammonphosphat- 
lisung, 3 Teilen n-NH, und 40 Teilen 87°/,igem Glycerin 
besteht und die éfters kurz als ,,Ammonphosphat* bezeichnet 
werden soll. Dieser Gehalt des Eluens von 33°/, Glycerin 
geniigt zur Stabilisierung fiir die Dauer von Tagen, solange 
die Elution Phosphat enthilt, das gleichfalls eine gewisse 
Nchutzwirkung ausiibt. Phosphatfreie Lésungen bediirfen eines 
noch héheren Glyceringehalts, ungefaihr 50°/,. Die Ausfallung 
der Phosphorsiiure muBte, da bei Gegenwart von Phosphat die 
Adsorption durch Aluminiumhydroxyd nicht ausfiihrbar ist, 
der wiederholten Uberfithrung des Enzyms in Tonerde voran- 
gehen. Die Abscheidung der Phosphorsiure mit Magnesia- 
mischung fiihrt leicht, besonders bei héherer Glycerinkonzen- 
tration, zu bedeutendem Verlust von Lipase. Es ist daher 
zweckmiBig, die Fallung bei einer Konzentration des Glycerins 
von nur 10—15°/, vorzunehmen und das Fallungsmittel langsam 
unter kriftigem Durchschiitteln einzutragen. Unter diesen 
VorsichtsmaBregeln liBt sich der Verlust auf 10—15°/, ein- 
schriinken. 


Versuch 6, Ausfillung der Phosphorsiiure. 455 ccm Elution aus 
Tonerde mit 555 L.-E. (0,50 cem: 16,8°/, Spaltung, 0,61 L.-E.) enthielten 
259 cem 1°/,iges (NH,).HPO, und 182 cem 87°/,iges Glycerin. Zur 
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Abscheidung der Phosphorsaure verdiinnten wir die Fliissigkeit mit dew 
gleichen Volumen Wasser und versetzten sie mit 21,0 cem n-NH,Cl und 
21,0 cem n-NH,. Dann figten wir unter Schiitteln allmihlich 46 ccm 
einer 10°/,igen Lésung von Mg(O,CCH,),.-4H,O hinzu und filtrierten 
alsbald von dem krystallinischen Niederschlag ab. 

Von den 980 cem Filtrat bewirkten 1,10 ccm 15,7°/, Spaltung, ent 
sprechend 0,55 L.-E, Es enthielt also im ganzen 490 L.-E. Der Verlusi 
beim Fallen und Filtrieren betrug 12°/,. 

Versuch 7, Haltbarkeit bei Gegenwart von Glycerin. Von einer 
35°/g Glycerin enthaltenden Ammonphosphatelution aus Tonerdeadsorbat 
bewirkten 0,62 cem, sofort nach der Hersteliung bestimmt, 17,3°/, Spal- 
tung, entsprechend 0,63 L.-E. Nach a) 2- und b) 4 tigigem Aufbewahren 
im Eisschrank wurde gefunden: a) 17,0°/, Spaltung, entsprechend 0,62 L.-E, 
und b) 16,0°/, Spaltung, entsprechend 0,57 L.-E. 

Versuch 8, Haltbarkeit mit Glycerin, aber ohne Phosphat. Eine 
33°/, Glycerin enthaltende Ammonphosphatelution wurde mit dem gleichen 
Volumen Wasser verdiinnt und in der beschriebenen Weise von Phosphor- 
siure befreit. Ein Teil des Filtrats, dessen Glyceringehalt noch 16"), 
betrug, wurde unveriindert aufbewahrt, ein anderer Teil auf einen 
Glyceringehalt von 50°/, gebracht. 


Glyceringehalt L.-E. nach 0 22 70 118 Stunden 


16°, 0,57 0,11 0,04 — 
50 0,57 0,56 0,56 0,40 


Die Lésung der schon einigermaBen reinen Lipase )leibt 
also bei geniigender Glycerinkonzentration mehrere Tage wn- 
versehrt. In diesem Reinheitsgrad, namentlich nach der Ab- 
trennung der Amylase und des Trypsins, zeigt sich die Lipase 
in verdiinnterem Glycerin viel unbestandiger, wofiir nicht die 
Alkalitét der Loésung verantwortlich ist. 

Versuch 9. 850 ccm einer von Phosphat befreiten ammoniakalischen 
Tonerdeelution mit 16°/, Glyceringehalt wurden mit 7,0 cem n-Essigsiure 
auf Lackmus neutralisiert und aufbewahrt. Vor der Neutralisation be- 
wirkten 1,10 cem der Elution 15,7°/, Spaltung, entsprechend 0,55 L.-E. 
Nach 20 Stunden bewirkten 1,11 cem der neutralisierten Loésung noch 
11,7°/, Spaltung, entsprechend 0,32 L.-E. 


3. Trennung der Enzyme durch wiederholte Adsorption 
aus saurer Lésung. 


a) Trennung der Lipase von den begieitenden Enzymen. 


Kin Ziel der Adsorptionsvornahmen war die Trennung der 
Lipase von den anderen Pankreasenzymen, und ein Kriterium 
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fir den Erfolg der Methodik war die enzymatische EKinheitlich- 
keit der Lipase. 

Die Tonerdeadsorbate, gewonnen aus neutralen Lésungen, 
{uhren einen wesentlichen Teil des Trypsins und der Amylase 
mit, wenn diese Erscheinung, wenigstens soweit sie die Amylase 
betriftt, auch nur auf den KinfluB der nichtenzymatischen Bei- 
mischungen in den Driisenausziigen zuriickzufiihren ist. 


Versuch 1, fiir den ein filtrierter Glycerinauszug aus Pankreas- 
probe Nr. 3 diente. 

0,125 cem bewirkten 15,1°/, Olspaltung, entsprechend 0,51 L.-E. 

0,10 cem lieferten mit 25 ccm 1°/, iger Stirkelésung (p,, 8,0) bei 37° 
in 60 Minuten 133,4 mg Maltose. 

10,0 cem gaben mit 0,60 g Gelatine (p,,; 8,9) bei 30° in 2 Stunden 
Aciditétszunahme, entsprechend 1,17 cem 0,8 n-KOH. 

Von diesem Auszug wurden 200 cem mit 1 Liter Wasser verdiinnt 
und mit der Suspension von 6,08 g Al,O, (Priip. A) adsorbiert. Nach 
dem Abschleudern des Adsorbats und Waschen mit Wasser in der Zentri- 
fage eluierten wir dasselbe 2mal mit je 250 cem ,,Ammonphosphat*. 
So gewannen wir 1360 cem Adsorptionsrestlésung und 500 ecm vereinigte 
Elutionen. 

3,40 eem Restlésung bewirkten 5,4°/, Olspaltung, entsprechend 
0,11 L.-E.; 0,625 cem Elution 21,1°/, Spaltung, entsprechend 0,85 L.-E. 

0,68 ceom Restlésung lieferten 122,4 mg Maltose; 0,25 cem Elution 
90,1 mg Maltose. 

68 ccm Restlésung gaben mit Gelatine Aciditiitszunahme von 0,56 ccm 
0,38 n-KOH; 25,0 cem Elution Zunahme von 0,83 ccm 0,8 n-KOH. 

Die Elution enthielt also ungefaihr von der Lipase */,, vom Trypsin ?/,, 
von der Amylase 14/,. 

Es gelang, die Abtrennung der Lipase wesentlich zu ver- 
bessern, indem die Adsorption aus saurer Lésung, zweckmibig 
0,01 n-essigsaurer, vorgenommen wurde. 

Versuch 2 mit filtriertem Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr. 3. 

0,20 cem bewirkten 22,7°/, Olspaltung, entsprechend 0,92 L.-E, 

0,08 cem lieferten 115,0 mg Maltose. 

10,0 cem gaben mit Gelatine Acidititszunahme von0,98 cem 0,8n-KOH. 

40 ccm Glycerinauszug verdiinnten wir mit dem 5 fachen Volumen 
Wasser und adsorbierten nach Ansiiuern mit 2,4 ccm n-Essigsiure mit 
1,216 g Al,O, (Sorte A). Das mittels der Zentrifuge abgetrennte und 
gewaschene Adsorbat wurde 2 mal mit je 100 ccm ,,Ammonphosphat* 
eluiert. Restlésung 272 cem und Elution 200 cem. 

2,72 cem Restlésung bewirkten 11,2%/, Olspaltung, entsprechend 
0,29 L.-E.; 1,00 cem Elution 19,59/, Olspaltung, entsprechend 0,75 L.-E. 
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0,544 cem Restlésung lieferten 105,8 mg Maltose; 0,20 cem Elution 
lieferten 9,7 mg Maltose. 

68,0 cem Restlésung gaben mit Gelatine Aciditétszunahme, ent- 
sprechend 0,97 cem 0,8 n-KOH; 25,0 cem Elution Zunahme entsprechend 
0,21 cem 0,8 n-KOH. 

Die Lipase ist infolge des Siurezusatzes beim Adsorbieren nur yon 
etwa */.. der Amylase und weniger als '/; des Trypsins in der Elution 
begleitet. 


Die Ergebnisse dieser beiden Versuche sind, bezogen aut 
aliquote Teile der Lisungen, in der folgenden Ubersicht zu- 


sammengestellt. 
Lipase Amylase Trypsin 
L.-E. mg Maltose ecm 0,8 n-KOH 
1. Vers. mit neutral. Adsorption 


Glycerinauszug . . . . 0,51 133,4 1,17 
Adsorptionsrestlésung. . 0,08 122.4 0,56 
Des ea a «es oo 90,1 0,83 
2. Vers., Adsorption b. saurer 
Reaktion 
Glycerinauszug . . . . 0,92 115,0 0,98 
Adsorptionsrestlésung. . 0,15 105,8 0,97 
Eietes. . . ss. ss 9,7 0,21 


Auch bei wibrigen Ausziigen aus der Driise ist dies 
enzymatische Fraktionierung gut gelungen. Da nun bei de: 
Adsorption aus saurer Lésung die Hauptmenge der begleitenden 
Enzyme in der Restlésung zuriickgelassen wird, so bedari es 
nur einer Wiederholung des Adsorptions- und Elutionsprozesses, 
um die Lipase vollkommen von Amylase und Trypsin zu be- 
freien. Die erste Elution wird zu diesem Zweck von Phosphor- 
siiure befreit und die Uberfiihrung des Enzyms aus essigsaurer 
Flissigkeit in Aluminiumhydroxyd zum zweiten Male vor- 
genommen. In der nunmehr mit Phosphat gebildeten Elution 
kommen Amylase und Trypsin nicht mehr in meBbaren 
Mengen vor. 

Es beruht wohl auf dem Fehlen elektronegativer Higen- 
schaiten, daB die Amylase in der Adsorptionsrestlésung zuriick- 
bleibt; sie wird vom Aluminiumhydroxyd viel schwieriger adsor- 
biert. Es ist nicht eine Wirkung von Beimischungen in der Lisung. 
daB die Amylase dem Aluminiumhydroxyd entzogen wird, son- 
dern im Gegenteil, soweit sie in das Adsorbat mitgefiihrt wird, 
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ist dies eine Wirkung der Begleitstoffe. Mit viel reinerer 
Amylase hatte diese Trennung von der Lipase ebenfalls Erfolg. 
Fir den Versuch vermischten wir enzymatisch homogene Lipase 
mit einem Amylasepraiparat, das wir durch Behandeln mit 
Kaolin, wobei die Amylase ebenfalls unadsorbiert bleibt, und 
durch Adsorption bei hoher Alkoholkonzentration mit Aluminium- 
hydroxyd gereinigt hatten. Aus dem Enzymgemisch ging unter 
den beschriebenen Bedingungen der Adsorption in saurer Lisung 
von der reinen Amylase nichts in die Tonerde (Darstellung A), 
von der Lipase 95°/). 


Beispiel fiir die Abtrennung von Amylase und Trypsin. 
Klirung des Glycerinauszugs. Das Ausgangsmaterial oe 
bestand in 500 ccm triibem Glycerinauszug aus Pankreasprobe 3 
Nr. 3 mit einem Gehalt von 2170 L.-E. und 1472 Amylase- 
einheiten. 
0,20 cem bewirkten 21,8°/, Olspaltung, entsprechend 0,87 L.-E. 
(,0032 cem lieferten mit Stiirkelésung 36,9 mg Maltose (10 Minuten), 
woraus sich die Konstante der monomolekularen Reaktion ergibt = 0,00942. 
10,0 cem gaben mit Gelatine Aciditiitszunahme, entsprechend 1,35 ecm 
0,8 n-KOH. 
500 ccm Glycerinauszug verdiinnten wir mit 2500 ccm 
Wasser und trennten den entstandenen Niederschlag in der 
Zentrifuge ab (20 Minuten, 2500 Touren). Von dem geklirten, 
gelblich gefiirbten Auszug erhielten wir gegen 3000 ccm. 
1,20 ceem vom gekliirten Auszug bewirkten 19,0°/, Olspaltung, ent- 
sprechend 0,72 L.-E. 
0,0192 cem desselben lieferten 34,9 mg Maltose, woraus sich be- 
rechnet k = 0,00894. 
60,0 cem gaben mit Gelatine Acidititszunahme, entsprechend 1,36 cem 
0.8 n-KOH. 
Beim Kliren ist der Gehalt an Lipase auf 1800 Einheiten, 
; an Amylase auf 1397 Einheiten zuriickgegangen. 
Erste Adsorption. Der geklarte Auszug, 2930 ccm, 
- angesiuert mit 30 ccm n-Hssigsiiure, wurde mit 750 ccm Ton- 
, erdesuspension (Darstellung B) geschiittelt, die 6,975 g Al,O, 
- enthielten. Durch Zentrifugieren (5 Minuten, 2500 Umdrehungen) 
trennten wir 3400 ccm Restlésung vom Adsorbat ab. 
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3,40 cem Restlésung bewirkten 8,8°/, Olspaltung, entsprechend 
0,18 L.-E. 

0,0224 ccm Restlésung lieferten 27,8 mg Maltose, entsprechend 
i: = 0,00696. 

68,0 ccm gaben mit Gelatine Aciditiitszunahme, entsprechend 1,42 ccm 
0,8 n-KOH. 

In der Restlésung waren neben 180 L.-E. 1058 A.-E., also 
76°/, Amylase zusammen mit 10°/, der Lipase. 

Erste Elution. Das Adsorbat wurde in den Zentyi- 
fugenglisern mit 1200 ccm 20°/,igem Glycerin gewaschen — 
bei der Waschung mit Wasser traten regelmiBig betrichtliche 
Verluste durch Enzymzerstérung ein — und darauf 2mal mit 
je 600 ccm ,Ammonphosphat* eluiert. Die in der Zentrifuge 
vom Tonerdeschlamm abgetrennten (10 Minuten, 3600 Un- 
drehungen) Elutionen, zusammen 1190 ccm, versetzten wir zur 
Stabilisierung mit 397 ccm 87°/,igem Glycerin, um sie erst 
nach einigen Stunden weiter zu verarbeiten, wihrend wir die 
Bestimmungen sofort vornahmen. 

1,00 ccm Elution bewirkte 19,8°/, Olspaltung, entsprechend 0,76 L.-E. 

0,0064 ecm lieferten 8,7 mg Maltose, entsprechend & = 0,00206. 

32,0ccm gaben mit Gelatine Acidititszunahme, entsprechend 0,19 ccm 
0,8 n-KOH. 

Die Elution enthielt ?/, der angewandten Lipase, begleitet 
von nur 31/,°/, der anfangs vorhandenen Amylase. 

Ausfallung der Phosphorsaure. Die 50°/, Glycerin 
enthaltende Elution, 1550 ccm, versetzten wir mit 2820 ccm 
Wasser, 54 ccm n-NH,Cl und ebensoviel n-NH, und fillten 
unter kraftigem Umschiitteln mit 116 ccm 10°/, iger Magnesium- 
acetatlésung die Phosphorséure aus. 

Zweite Adsorption. Das phosphatfreie Filtrat, 4350 ccm. 
siuerten wir mit 50 ccm n-Essigsiure an und fihrten die Ad- 
sorption mit 700 ccm desselben Aluminiumhydroxyds aus 
(6,510g Al,O,). Nach dem Zentrifugieren (5 Minuten, 3400Touren) 
wurden 4950 ccm Restléisung abgegossen und analysiert. 

10,00 cem Restlésung bewirkten 0,7°/, Olspaltung, entsprechen¢ 
0,07 L.-E. 

0,320 cem lieferten 5,2 mg Maltose, entsprechend / = 0,00122. 


100cem gaben mit Gelatine Aciditiitszunahme, entsprechend 0,10 ccm 
0,8 n-KOH. 
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Zweite Elution. Es ist nicht zweckmiBig, das Adsorbat 
zu waschen, da es sich zu schwer wieder absetzt. Es wird 
sogleich 2 mal mit je 500 ccm ,,Ammonphosphat* eluiert, darauf 
die Lésungen abzentrifugiert (5 Minuten, 3600 Touren) und 
vereinigt (970 ccm). 

1,00 cem Elution bewirkte 17,6°/, Olspaltung, entsprechend 0,65 L.-E. 

0,10 cem lieferten keinen reduzierenden Zucker. 

20,0 cem gaben mit Gelatine keine Acidititszunahme. 

Die Elution enthielt, frei von den begleitenden Enzymen, 
634 Lipaseeinheiten, d.i. 35°/, der Lipase des geklirten Gly- 
cerinauszugs. Der Versuch ist in einem Punkte unvollkommen; 
die Beseitigung der Phosphorsiure aus der ersten Elution war 
noch verlustbringend, was uns in der Folge (vgl. die Angaben 
des Versuchs 6 im 2. Abschnitt) zu vermeiden gelang. 

| Das Ergebnis dieses Versuchs, die Lipase von ihren 

| diastatischen und tryptischen Begleitern zu trennen, soll in 
der folgenden Ubersicht mit den Knzymwerten der getrockneten 
Pankreasdriise vervollstiindigt werden. 
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Lipase- Amylase- Trypsinwirkg. 


einheiten einheiten cem 0,8n-KOH 
(retr. Pankreasdriise (Probe 3), 31,25 g 2531 1469 2,71 

Roher Glycerinauszug, 500 ccm . . 2170 1472 1,35 
Gekliirter Auszug .... . 1800 1397 1,36 

Erstes Tonerdeadsorbat 

! RN ge ct ee ee Oe 1058 1,42 

n J a ee 51 0,19 

" Zweites Tonerdeadsorbat 

: ma ee we 3 19 0,10 
De ks ae ce Sree = 2 0 0 





Reinheitsgrad nach der Tonerdeadsorption. 


Um den durch Adsorption mit Tonerde erzielten Reinheits- 
grad der Lipase zu bestimmen, dialysierten wir die von Phos- 
phorsiure befreiten Elutionen; das Glycerin vollstindig zu 
entfernen, gelingt bei 5—6 tagiger Dialyse aus sogenannten Fisch- 
blasen gegen flieBendes destilliertes Wasser, wobei die Lésungen 
ihre lipatische Wirkung vollstandig einbiiBen. Unter der Voraus- 
m setzung, daB die Substanz der Lipase ohne Verlust im Dialysator 

zuriickgeblieben ist, wird der Reinheitsgrad aus der lipatischen 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXV. 12 
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Wirkung vor der Dialyse und dem Abdampfriickstand be- 
rechnet. 

Von der phosphatfreien ersten Tonerdeelution lieferten 90 ccm. 
24 L.-E. enthaltend, nach 5 tiigiger Dialyse 0,0267 g Trockenriickstand: 
daraus ergibt sich der Lipasewert 9,0. 

Von der Elution aus dem zweiten Tonerdeadsorbat unterwarfen 
wir nach Ausfillung der Phosphorsiiure 200 cem mit einem Gehalt yon 
36 L.-E. der Dialyse wihrend 6 Tagen. Die von Glycerin und den 
Salzen befreite Lésung hinterlie8 beim Verdampfen 0,0156 g Trocken- 
gewicht. Daraus wird fiir die Elution der Lipasewert 23,1 berechnet. 

In der Elution nach einmaliger Adsorption ist die Lipase 
demnach etwa 3mal konzentrierter als im geklirten Glycerin- 
auszug, in der Elution aus dem zweiten Adsorbat wird der 
Reinheitsgrad etwa 21/,mai héher als in der ersten Elution 
und gegen 30 mal besser als in der Driise gefunden. 

Die Glycerinausziige der Driisen zeigen die verschiedenen 
KiweiBreaktionen und andere Begleiterreaktionen. Nach ein- 
maliger Isolierung aus Tonerdeadsorbat wird die Lipaselisung 
(?/, L. E. in 1 ccm) noch von Uranylacetat, Ferrocyanid, Blei- 
essig (weniger reichlich durch Bleizucker) gefallt. Nach der 
zweiten ‘Tonerdereinigung erzeugen Uranacetat, Ferrocyan- 
wasserstofisiiure und Bleiacetat keine Fallung mehr, Bleiessig 
noch eine schwache Tribung. 

Ahnlich wie Invertin (vgl. die 8. Abhandlung) kann Lipase 
von solchen Fillungen adsorbiert werden. Beim Fillen eines 
Glycerinauszugs mit 5°/, igem Bleiessig entstand ein reichlicher 
Niederschlag, der die Lipase bis auf 2°/,, die in der Mutter- 
lauge blieben, einschloB. Mit ,Ammonphosphat* lieB sich durch 
einmaliges Eluieren die Hialfte der Lipase freilegen, begleitet 
von einem Teil der Amylase. Auch aus der Elution der Ton- 
erde adsorbierte der mit Bleiessig entstehende Niederschlag 
die Lipase bis auf einen Rest von 4°/,, und das Enzym konnte 
aus der Bleifillung mit ,,Ammonphosphat“ eluiert werden 
(28°/, Ausbeute). 

Die Elutionen der ersten Tonerdeadsorbate geben die 
Millonsche Reaktion stark und die Ninbydrinreaktion deutlich. 
Die erstere ist abgeschwicht nach der zweiten Reinigung, 
wiihrend die Ninhydrinprobe noch positiv ausfallt. 
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Die Reaktion von Molisch geben diese Lipaselésungen 
schwach. 

b) Trennung von Amylase und Trypsin. 

Bei der ersten Adsorption sind in der sauer reagierenden 
Restlésung zusammen mit einem kleinen Teil der Lipase 
diastatisches und proteolytisches Knzym in der Hauptmenge 
murickgeblieben. Sie von Lipase vollstindig zu befreien und 
yon einander zu trennen, ist durch weitere Anwendung der 
Adsorptionsmethoden gelungen, tiber die wir in einer folgenden 
Abhandlung dieser Reihe gemeinsam mit Herrn A. R. F. Hesse 
berichten werden. 

Die Lipase wird aus dem Enzymgemisch durch nochmalige 
Behandlung der Restlésung mit Aluminiumhydroxyd entfernt. 
Darauf werden Amylase und Trypsin auf Grund der stirker 
elektropositiven Eigenschaften des Trypsins mit Kaolin frak- 
tioniert. Die Begleitstoffe bewirken, daB anfangs, niimlich bei 
der ersten Kinwirkung von Kaolin, ein Teil der Amylase in 
das Adsorbens iibergeht, und zugleich stéren sie die Adsorption 
des Trypsins. Aber dabei verarmt die Enzymlésung an den 
fiir die Adsorption einfluBreichen Beimischungen. Dann 1aBt 
sich die Bindung des Trypsins durch Kaolin vervollstaindigen 
ohne weiteres Mitwandern der Amylase, die in 70—75°/, Aus- 
beute enzymatisch einheitlich in der Mutterlauge zuriickbleibt. 

Das proteolytische Enzym wird aus dem Kaolinadsorbat 
durch das ,,Ammoniumphosphat* eluiert. 


III. Reinigung der Lipase durch Kaolinadsorption. 


Die Isolierung des Enzyms zielte zuerst darauf hin, die 
Lipase enzymatisch homogen zu erhalten. Von diesem Punkte 
an wird fiir die weitere Reinigung die Methode von der Be- 
stimmung der enzymatischen Konzentration geleitet, d. h. des 
durch den Lipasewert ausgedriickten Reinheitsgrades. Es ist 
mit einem Schritte durch den Wechsel vom elektropositiven 
zum elektronegativen Adsorbens gelungen, den Reinheitsgrad 
auf das 8fache zu steigern und zugleich die Kiweifreaktionen 
der Enzymlisung zum Verschwinden zu bringen. 

Als elektronegatives Mittel, an dem das Adsorptions- 
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verhalten der Lipase gepriift wird, dient Kaolin. Die Aid- 
sorption, fiir die Elutionen aus ersten und aus zweiten T'on- 
erdeadsorbaten angewandt und die bei saurer Reaktion aus- 
gefiihrt wurden, verliuft quantitativ. Es hat sich nicht gezeict, 
daB die Adsorption durch Verdiinnen beférdert wird, indessen 
ist zu beriicksichtigen, daB in unseren Versuchen die Kon- 
zentrationsunterschiede der Lipase verhiltnismiBbig gering sind. 
Das untersuchte Beispiel scheint eher eine Verminderung der 
Adsorption beim Verdiinnen anzudeuten. 

3 Sorten von Kaolin wurden verwendet, nimlich 1. das 
nach Willstatter und Racke?) zur Erhéhung des Adsorptions- 
vermégens mit Salzsiure gekochte und mit Wasser griindlich 
gewaschene Kaolin, dessen Partikel auf Lackmuspapier saure 
Reaktion hervorrufen; 2. dasselbe Kaolin, mit verdiinntem 
Ammoniak digeriert und wieder mit Wasser gewaschen, aui 
Lackmus neutral reagierend; 3. elektroosmotisch gereinigtes 
Kaolin, das uns durch die Freundlichkeit des Herrn Dr. Erwin 
Mayer von der Elektro-Osmose-A.-G. in Wien zur Verfiigung 
gestellt war. Verglichen mit dem Adsorptionsvermégen der 
Tonerde ist die Aufnahmefiihigkeit des Kaolins wie auch gegen- 
iiber anderen Adsorbenden nicht groB, sie ist im besten Falle 
10—5 mal geringer. Bei weitem am giinstigsten mit Adsorptions- 
werten bis etwa 40 wirkte das elektroosmotische Kaolin, am 
ungiinstigsten das durch Ammoniak neutralisierte. 

Versuch 1. Von einer zweimal nach dem Tonerdeverfahren pe- 
reinigten, phosphatfreien Enzymlésung bewirkten 4,20 cem 17,7°/, Spal- 
tung, entsprechend 0,65 L.-E. Davon wurden je 168 ecm, enthaltend 
26 L.-E., mit 3,4 ecm n-Essigsiiure zu n/100-Aciditit angesiuert und mit 
168 ecm Wasser auf 15°/, Glyceringehalt verdiinnt. 

a) Zur Adsorption dienten 4,8 g KaolinI; die vom Adsorbat ge- 
trennte Restlésung (340 cem) enthielt noch 6,1 L.-E., da 8,40 cem 7,9°,, 
Spaltung, entSprechend 0,15 L.-E. bewirkten. Es waren also 20 L.-E.. 
d.i. 77°/, des Enzyms, adsorbiert; daher ist der Adsorptionswert des 
Kaolins 4,2. 

b) Unter gleichen Umstiinden wurde die Adsorption mit 4,8 g 
Kaolin II vorgenommen; von der erhaltenen Restlisung bewirkten 8,40 ccm 
13,2°/, Spaltung, entsprechend 0,40 L.-E. In diesem Falle waren noch 





*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 425, 8.1 und zwar S. 86 (1920/21), 
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16 L.-E. in der Mutterlauge, 10 L.-E., d. i. 39°/,, im Adsorbat; bei diesem 
Grade der Adsorption ist der A.-W. der Kaolinsorte 2,1. 

Versuch 2, Die angewandte Enzymlésung war durch einmalige 
Adsorption mit Tonerde gereinigt und sie war frei von Phosphat; 2,20 ccm 
bewirkten 14,4°/, Spaltung, entsprechend 0,48 L.-E. 285 ecm Lésung von 
62 L.-E. machten wir mit Essigsiiure 0,01 n-sauer und behandelten die 
16°/, Glycerin enthaltende Lésung mit der Aufschliimmung von 4,8 g 
elektroosmotischem Kaolin. Von der Adsorptionsrestlésung (305 cem) 
bewirkten 4,94 ccm 1,4°/, Spaltung, entsprechend 0,02 L.-E. in der Probe 
und 1,2 L.-E. im ganzen. 

Das Kaolin hatte mithin 60,8 L-E., d. i. 98°/), adsorbiert; der 
Adsorptionswert belief sich bei der vollstiindigen Adsorption auf 12,7. 

Versuch 38. Von einer durch Tonerde gereinigten, phosphatfreien 
Lisung enthielten 400 cem 106 L.-E. (2,00cem: 15,5°/, Spaltung, 0,53 L.-E.). 

a) Die Hilfte der Lésung wurde mit dem gleichen Volumen Wasser 
verdiinnt und nach Ansiiuern mit 5,0 cem n-Essigsiure mit 1,2 g elektro- 
osmotischem Kaolin behandelt. 5,00 cem Restlésung bewirkten 6,2°/, 
Spaltung, entsprechend 0,09 L.-E. Also waren 1,6 L.-E. zuriickgeblieben 
und 45,4 L. E., d. i. 86°/,, adsorbiert; A..W. des Kaolins 38. 

b) Weitere 200 cem verdiinnten wir mit 800 ecem Wasser, siiuerten 
mit 10 ecm n-Essigsiure an und adsorbierten mit 0,6 g Kaolin III; 10 eem 
Restléisung bewirkten 10,6°/, Spaltung, entsprechend 0,27 L.-E. Die Rest- 
lésung und das Adsorbat enthielten also je 26,5 L.-E. und der A.-W. des 
Kaolins war 44 fiir die nur 50°/, ige Adsorption. 


Die Adsorption durch Kaolin wird zum Unterschied von 
derjenigen durch ‘onerde von anwesendem Phosphat nicht 
vestért, nur wird der Adsorptionswert miBig herabgesetzt. 


Versuch 4. Zweimal mit Tonerde gereinigte Lipase, nimlich 
100 cem Ammonphosphatelution vom Versuch 1 mit 34 L.-E. (1,50 cem 
bewirkten 15,1°/, Spaltung, entsprechend 0,51 L.-E.) verdiinnte man mit 
dem gleichen Volumen Wasser zu einem Glyceringehalt von 15°/,, siuerte 
mit 4 ecm n-Essigsiiure an und adsorbierte das Enzym mit 4,8 g Kaolin I. 
Von der Restlésung bewirkten 6,0 ccm 16,1°/, Spaltung, entsprechend 
0,57 L.-E. Sie enthielt im ganzen 20 L.-E., das Adsorbat 14 L.-E., d. i, 
41°/,. A.-W. des Kaolins 2,9 (vgl. den Wert 4,2 bei 77°/, iger Adsorption 
im 1. Vers.). 

Versuch 5. 200 cem einmal gereinigte, phosphatfreie Lipaselésung 
(des Vers. 3, 3 Tage spiiter) von 33 L.-E. (2,00 cem: 11,9°/, Spaltung, 
0,33 L.-E.) wurden mit. 200 eem 1°/,igem Monokaliumphosphat zum 
Gehalt von 15°), Glycerin verdiinnt und mit 20 cem n/5-Essigsiure an- 
cesiiuert. Nach der Einwirkung von 1,20 g elektroosmotischem Kaolin 
bewirkten 5,00 cem Restlésung 7,8°/, Spaltung, entsprechend 0,15 L.-E. 
Daher enthielt die ganze Restlésung 12 L.-E., das Adsorbat 21 L.-E, = 64°/,. 
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Der Adsorptionswert des Kaolins war 17,5 (gegen 38 bei 86°/, iger Ad- 
sorption im Vers. 3a). 

Die Kaolinadsorbate lassen sich von Ammoniak uni 
alkalischem Phosphat eluieren, indessen zumeist mit geringerer 
Ausbeute als die Tonerdeadsorbate. Mit sehr verdiinntem 
Ammoniak erzielten wir ungefahr 50°/,, mit 21/, basischem 
Ammonphosphat 50 bis iiber 70°/, Ausbeute, mit dem ent- 
sprechenden Arsenat, wofiir aber nur ein Beispiel vorliect. 
weniger als 50°/.. 

Fiir die praiparativen Zwecke diente zur Elution, die wir 
im folgenden an einem Beispiel beschreiben, vorzugsweise 
ammoniakalisches Phosphat, wabrend die anderen Eluentien 
nur in einigen Vorversuchen zum Vergleich herangezogen wurden. 


Elution mit Ammoniak. Phosphathaltige Elution aus zweitev 
Tonerdeadsorbat bewirkte mit 1,00 cem 17,6°/, Spaltung, entsprechend 
0,65 L.-lX. Die ganze Lésung von 634 L.-E. in 970 cem wurde mit 480 cem 
Wasser verdiinnt, so daB sie 20°/, Glycerin enthielt, mit 30 cem n-Essig 
siure angesiiuert und mit 48 g Kaolin III geschiittelt. Das abzentrifugierte 
Adsorbat wurde sogleich 2 mal mit der Mischung von 120 cem 87°/, igem 
Glycerin + 180 ccm 0,02 n-NH, eluiert. Von der Adsorptionsrestlésung, 
1640 cem, bewirkten 2,00 ccm 6,5°/, Spaltung, entsprechend 0,11 L.-E. 
Daraus folgt, daB 546 L.-E., d.i. 86°/,, adsorbiert waren. Von dieser 
Lipasemenge findet sich die Hiilfte in der Elution wieder, die mit 1,00 ccm 
13,9°/, Spaltung, entsprechend 0,44 L.-E. bewirkte, also in 620cem 273L.-E. 
enthielt. 

Elution mit Arsenat. 285 ecm Lésung von 62 L.-E. waren 
durch einmalige Reinigung mit Aluminiumhydroxyd gewonnen und von 
Phosphat befreit. Daraus adsorbierten 4,8 g Kaolin HUI 60,8 L.-E. Das 
Adsorbat eluierten wir, ohne es zu waschen, wiederholt mit je 75 ccm 
des Gemisches von 30 ccm 87°/,igem Glycerin, 39 cem 1°/,igem pri- 
marem Kaliumarsenat und 6 ecm n-NH,. In der Elution, wovon 1,50 ecm 
10,9°/, Spaltung entsprechend 0,28 L.-E. bewirkten, fanden wir 27,1 L.-E.. 
d. i. 45°/) der adsorbierten Menge. 


Beispiel der Reinigung mit Kaolin. 


Das Ausgangsmaterial war aus Tonerdeadsorbat durcli 
Elution mit Ammonphosphat gewonnene, 50°/, Glycerin ent- 
haltende Lisung von 1152 L.-E. in 1600 ccm (1,00 ccm: 18,9°/, 
Spaltung, 0,72 L.-E). Nach Verdiinnen mit dem gleicheu 
Volumen Wasser und Ansiiuern mit 40 ccm n-Essigsiure lieben 
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wir die Aufschliammung (300 ccm) von 72 g elektroosmotisch 
gereinigtem Kaolin einwirken. Das Adsorbat setzte sich beim 
Zentrifugieren (10 Minuten, 2500 Umdrehungen) gut ab und 
wurde ohne Waschen sogleich in den Zentrifugenglisern zweimal 
mit je 400 com ,Ammoniumphosphat“ angeriihrt. Die Elution 
trennten wir wieder durch Zentrifugieren vom Schlamme, der 
sich in der Hauptmenge fest zusammenklumpte, wihrend ein 
wenig Kaolin sich kolloid verteilte und die Elution stark 
triibte. Die Lipaselésung, 770 ccm, stabilisierte man zur Auf- 
bewahrung iiber Nacht, indem man sie durch Zusatz von 
Glycerin (260 ccm, 87°/, 1g) auf einen Gehalt von 50°/, brachte. 
Nun bewirkten 0,75 cem 19,1°/, Spaltung, entsprechend 0,70 L.-E. 
Die gesamte Elution enthielt daher 753 L.-E., d.i. 65°/, vom 
angewandten Knzym. 

Die Klirung der Enzymlésung gelingt ohne nennenswerten 
Verlust beim Absaugen auf gehirtetem Filter, das mit einer 
diinnen Haut von Kieselgur bedeckt ist. 


Reinheitsgrad nach der Kaolinadsorption. 


Die Steigerung der enzymatischen Konzentration durch 
die Adsorption mit Kaolin ist sehr bedeutend, wenn die zwei- 
malige Reinigung mit Aluminiumhydroxyd vorangegangen ist. 
Hingegen bietet die aufeinanderfolgende Anwendung von ‘Ton- 
erde und von Kaolin keinen Vorteil im Vergleich zur wieder- 
holten Anwendung der Tonerde. 

Eine mit Aluminiumhydroxyd und mit elektroosmotischem Kaolin 
je einmal gereinigte Lipaselésung, die in 50 cem 34 L-E. enthielt, wurde 
durch 5 tégige Dialyse gegen flieBendes Wasser von Glycerin und Salzen 
befreit. Aus dem Abdampfriickstand von 0,0132 g ergibt sich der 
Lipasewert 25,8. 

Hingegen hinterlieb eine 2 mal mit Tonerde, dann mit Kaolin ge- 
gereinigte Liésung von 35 L.-E. in 95 cem nach 6 tigiger Dialyse nur 
0,0017 g Trockengewicht, wofiir sich der Lipasewert 207 berechnet, die 
250 fache Enzymkonzentration im Vergleich zum angewandten trockenen 
Driisenmaterial. 

Die bekannten Fallungs- und Farbreaktionen der rohen 
Enzymliésungen blieben bei der so gereinigten Lipase aus. 
Auch die Reaktionen von Millon und die von Molisch waren 
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negativ, nur eine ganz schwache Ninhydrinreaktion zeigte noc} 
eine Spur von HiweiBabbauprodukt an. 


IV. Isolierung der Lipase mit Tristearin und Cholesterin. 


Die Lipase kann aus den Loésungen, die nach den be- 
schriebenen Adsorptionsmethoden gereinigt sind, nicht durch 
Fallung oder Dialyse und EKindampfen in wirksamer Form 
isoliert werden. Darum versuchten wir, die Lipase an Adsor- 
bentien zu binden, die in organischen Lésungsmitteln léslich 
sind und die nach Sattigung mit dem Enzym bei ihrer Auf- 
lésung dasselbe hinterlassen sollen. Hier kniipft unsere Arbeit 
an die iltesten Versuche von KE. Briicke?) zur Isolierung yon 
Pepsin an, die einesteils durch Adsorption mit phosphorsaurem 
Kalk, andernteils mit Cholesterin ausgefiihrt sind. In derselben 
Absicht untersuchten R. Willstatter und A. Madinaveitia 
die Adsorption von Katalase und fanden dafiir Tristearin ge- 
eignet; aber der Weg wurde nicht weiter verfolgt, da beim 
Herauslésen des Fettes aus dem Adsorbate die Katalase ihre 
spezifische Wirkung einbiBte. Fiir die Wahl eben dieses 
Adsorbens fiir Katalase ist das Vorkommen des Enzyms in 
dem Fettgewebe wegleitend gewesen. Es liegt nun sehr nahe, 
ebenfalls ein Fett fiir die Adsorption unsres fettspaltenden 
Enzyms anzuwenden. Und es gelingt in der Tat, Lipase aus 
ihren Lésungen, sauren ebenso wie alkalischen, durch Tristearin 
zu adsorbieren. Stearinsiiure, welche Katalase viel schlechter 
adsorbiert als Tristearin, und ihre Derivate wie Stearinsiiure- 
amid sind fiir die Adsorption gleichfalls brauchbar. Das Ver- 
halten der Lipase gegen Cholesterin ist ‘ihnlich und dieses 
findet in den folgenden Versuchen neben Tristearin fiir den 
praktischen Zweck Anwendung. 

Die Wirkung einer Lipaselésung sinkt, wenn man sie mit 
festem Tristearin, sogar grob verteiltem, einige Minuten stehen 
laBt. Der Riickgang wird bedeutender, wenn auch die Glycerin- 





1) Sitzungsber. d. mathem.-naturw. Klasse d. k. k. Akademie der 
Wissenschaften Wien, Bd. 43, 2. Abt., S. 601 und zwar S. 606 (1861). 

*) A. Madinaveitia, ,,Zur Kenntnis der Katalase“, Promotions- 
arbeit Ziirich, Technische Hochschule, 1912, und zwar S. 34. 
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konzentration der Fliissigkeit herabgesetzt wird. Unter diesen 
Umstinden verteilt sich die Lipase zwischen dem Wasser und 
dem ‘T'ristearin. Es tritt nicht eine Hemmung durch Tn- 
stearin ein, sondern dieses bildet ein Adsorbat, worin das Enzym, 
wie in der vorigen Abhandlung (Abschnitt I, 6) schon gezeigt 
wurde, nur in sehr geringem Mae wirksam ist. Im Filtrat 
fehlt von der Lipase, je nach den Versuchsbedingungen, ein 
mehr oder wenger groBer Teil. 

Versuch 1. Angewandt war eine mit Tonerde gereinigte, 50°/, 
Glycerin enthaltende Lipaselésung, von der 1,95 cem 12,4°/, Olspaltung, 
entsprechend 0,36 L.-E. bewirkten. Davon wurden je 1,95 cem a) un- 
verdiinnt mit 0,2 g¢ grobpulvrigem Tristearin (E. Merck) unter zeitweisem 
Umschiitteln 3 Minuten stehen gelassen; b) mit der 4 fachen Menge 
Wasser verdiinnt und ebenso mit Tristearin behandelt; ¢c) zum Vergleich 
ohne 'Tristearin mit 7,80 cem Wasser verdiinnt und nach 3 Minuten 
wieder bestimmt. Die Proben bewirkten a) 11,5, b) 9,8, c) 12,4°/, Spaltung, 
entsprechend a) 0,31, b) 0,23, ¢) unveriinderten 0.36 L.-E. 

Wahrend im 1. Versuch das Olivenél wie sonst Substrat 
der Lipase ist, wird im folgenden das Verhalten der Lipase 
gegen das Adsorbens Tristearin gepriift. Man beobachtet be- 
ginnende Spaltung, aber sie bleibt stehen. Das Enzym scheint 
so fixiert zu sein, daB ihm nur ein gewisser Teil des Tristearins 
erreichbar ist und daB es nach dessen Hydrolyse nicht mehr 
mit weiteren 'lristearinmolekiilen in Reaktion zu treten vermag. 

Versuch 2, Von einer vom Phosphat befreiten Elution aus ‘Ton- 
erdeadsorbat behandelten wir 5,8 cem, die 1,00 L.-E. enthielten, genau 
unter den Bedingungen der Lipasebestimmung, nur ohne Olivendél, mit 
2.5 g grobpulvrigem Tristearin, einer Menge, die den gré8ten Teil der 
Lipase aufzunehmen vermag, und ermittelten a) nach 1 Stunde, b) nach 
2 Stunden die gebildete Fettsiiure durch Titration in alkoholisch-itherischer 
Lisung. Die Stearinsiiure erforderte a) 0,64, b) 0,64 cem 0,8 n-KOH, 
entsprechend einer Spaltung des Tristearins in beiden Proben von 6,1%,. 

Das Adsorptionsvermégen mui natiirlich durch feinere 
Verteilung gesteigert werden. So passend die Versuchsanordnung 
von EK. Briicke, Uberschichten der Enzymlésung mit einer 
Ather-Alkohollésung des Cholesterins, zu sein scheint, um den 
urganischen Stoff, aufs feinste verteilt, in die wiBrige Lésung 
des Enzyms zu schicken, so ist sie doch hier wegen der 
Kmpfindlichkeit der Lipase nicht zu empfehlen. Es handelt 
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sich darum, die Adsorption rasch auszufiihren; eine sehr feine, 
schwer abzutrennende Emulsion ist zu vermeiden. Wir stellten 
eine wiBrige Tristearinemulsion dar, indem wir das Fett in 
warmem Aceton auflésten und die Lésung unter kriftigem 
Schiitteln in heiBes Wasser eintrugen. Auch beim Verjagen 
des Acetons auf dem Wasserbad und noch nach dem Erkalten 
bleibt bis auf eine geringe grobflockige Ausscheidung die 
Emulsion bestehen. Aber es ist zu schwierig, sie in der Zentri- 
fuge abzutrennen oder sie rasch genug zu filtrieren. Dagegen 
bewahrt sich eine maBig feine Verteilung, die man durch 
Schmelzen des ‘Tristearins oder Cholesterins in 87°/, igem 
Glycerin und kriftiges Schiitteln wihrend des Erkaltens erzeuct. 
Der adsorbierte Anteil des Enzyms steigt, wie der Versuch 3 
zeigt, mit wachsender Menge von Tristearin, aber die voll- 
stiindige Adsorption der Lipase erfordert unverhiltnismihig 
viel Adsorbens; zugleich wird die im 1. Versuch beobachtete 
Abhiangigkeit von der Glycerinkonzentration bestitigt. Der 
Mutterlauge li8t sich mit einer neuen Menge Tristearin ein 
weiterer Teil des Enzyms entziehen. 

Versuch 3. Die angewandte Lipaselisung, eluiert aus Tonerde und 
befreit von Phosphat, bewirkte mit 2,00 cem 14,1°/, Spaltung, entsprechend 
0,45 L.-E. Je 100 cem der schwach ammoniakalischen Lésung lieben 
wir, mit wechselnden Betriigen Wasser verdiinnt, mit verschiedenen 
Mengen der Suspension von 1 Teil Tristearin in 15 Teilen 87°/, igem 
Glycerin 10 Minuten unter hiiufigem Umschiitteln stehen. Die Adsorbate 
wurden auf gehirteten Filtern abgesaugt und aliquote Teile der Mutter- 
laugen bestimmt. 

Angewandt 22,5 L.-E. 
Tristearing Glyceringeh.°/) L.-E.ind. Mutterlauge Adsorb. Lipase’ 


1,0 50 18,0 20 
2,0 20 8,5 62 
2,0 10 8,5 62 
4,0 20 5,5 76 


Verdoppelte ‘l'ristearinmenge ergibt 3 mal héheren Adsorp- 
tionsgrad, da zugleich die Glycerinkonzentration von 50 auf 20°/, 
herabgesetzt war; weitere Verdiinnung iibte keinen Einflub aus. 
Verdoppelung des Tristearins von 2 auf 4 g verbesserte den 
Adsorptionsgrad nur von 62 auf 76°). 
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Versuch 4. Kine Elution aus Tonerdeadsorbat, deren Glycerin- 
gehalt 50°/, betrug, enthielt in 2,00 cem (12,6%, Spaltung) 0,37 L.-E. 
750 cem derselben mit 139 L.-E. verdiinnten wir mit 2025 eem Wasser 
und trugen unter Schiitteln die Suspension von 15 g Tristearin in 225 cem 
Glycerin ein. Nach 10 Minuten filtrierte man 3 Liter Mutterlauge ab, 
die noch 41 L.-E. enthielten (8,00 cem: 6,7°/) Spaltung, 0,11 L.-E.). Die 
Adsorption erstreckte sich auf 71 °/,. 

Von dieser Restlisung wurden 800 ccm, 11 L.-E. enthaltend, mit 
150 cem Wasser verdiinnt und mit 4 g Tristearin in 50 cem Glycerin 
nochmals in derselben Weise behandelt. 1 Liter des neuen Filtrates 
enthielt 7 L.-E. (10,00 cem:4,5°/, Spaltung, 0,07 L.-E.). Die zweite 
Stearinmenge hat 34°/, des noch vorhandenen Enzyms aufgenommen. 
wobei sich der Adsorptionswert auf '/, verminderte. 

Wahrend gemiB Versuch 5 Tristearin aus schwach saurer 
und schwach alkalischer Lésang das Enzym in gleichem MaBe 
adsorbiert, wird durch Anwesenheit von Phosphat die Adsorp- 
tion ginzlich verhindert, ebenso wie die Tonerdeadsorption 
oder noch vollstiindiger. 

Versuch 5. Jede der Vergleichsproben bestand in 100 cem phosphat- 
freier schwach alkalischer Elution aus Tonerde (50°/, Glycerin) mit 
einem Gehalt von 21,5 L.-E. (2,00 cem : 13,7°/, Spaltung, 0,43 L.-E.), 
die fir den Versuch mit 300 cem Wasser verdiinnt und mit der Suspension 
von 2g Tristearin in 30 cem Glycerin behandelt wurden. Die Zusiitze 
waren a) 5 cem n-Essigsdure, b) 4 ccm n-Ammoniak und c) 8 cem mol. 
Dinatriumphosphat. Von je 430.cem Filtrat bewirkten 10,0 cem a) 10,5°/, 
Spaltung, entsprechend 0,25 L.-E., b)10,1°/, Spaltung, entsprechend 0,24 
L.-E., ¢) 15,0°/9 Spaltung entsprechend 0,51 L.-E. 

Die Restlésungen enthielten also noch a) 10,8, b) 10,3 und e) 22,0 L.-E. 
und die adsorbierten Mengen betrugen 50, 48 und 0°/, der Lipase. 

Da das Phosphat der Adsorption durch Tristearin entgegen- 
wirkt, so 1&4Bt sich vorhersehen, daB die Adsorbate in Tristearin 
und Cholesterin durch das namliche Reagens zerlegbar sind 
wie die ‘Tonerdeadsorbate, niimlich durch glycerinhaltiges, 
ammoniakalisches Phosphat. Wie die folgenden Versuche 
zeigen, bestitigt sich diese Erwartung. Es ist so bisher mit 
Ausbeuten bis zu 60°/, gelungen, die Lipase zu eluieren 
und in den Elutionen wirksam wiederzufinden. Ob dies auch 
nach lingerem Bestehen des Adsorptionszustandes noch ge- 
lingen wiirde oder ob das Enzym im Adsorbate allmihlich 


auch in irreversibler Weise inaktiviert wird. wurde noch nicht 


gepriift. 
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Diese Versuche sind von entscheidender Bedeutung fiir 
unsre Kenntnis der Adsorbate und fiir ihre Anwendung zur 
Isolierung der Lipase. Die theoretische Bedeutung ist deshalb 
hoch zu schatzen, weil die Bestimmung der Adsorbate zu 
falschen Schliissen fihren kénnte. Da die Lipase in den 
Adsorbaten unter den Bedingungen unsrer Bestimmung nur 
sehr wenig wirksam ist, kénnte man zu der Ansicht kommen, 
da$S darin das Enzym fast in seiner ganzen Menge zerstirt 
sel. Da aber ein groBer Teil in aktivem Zustand wieder frei- 
gelegt werden kann, ist es gewiB, daB das Enzym auch in den 
Adsorbaten noch aktiv existiert und daB es darin einer Hemmung 
unterliegt. Diese erscheint als eine Abschwichung der Affinitiit 
seiner spezifischen Gruppe, als eine Stérung ihrer Reaktions- 
sphire in dem Adsorbate. Der Nachweis, dab die Adsorbate 
in Cholesterin und Tristearin die Lipase in unveriindertem 
Zustand enthalten, gibt der Methode Berechtigung, die orga- 
nischen Mittel zur Isolierung der Lipase aus den Elutionen 
anzuwenden. Wenn man dann auch zum Schlusse ohne Riick- 
sicht auf die beim Waschen und Trocknen der Adsorbate und 
‘Weglésen der organischen Mittel erfolgende Inaktivierung die 
enzymatische Substanz isoliert, so ist es erlaubt, den erreichten 
Reinheitsgrad aus der beim Adsorbieren durch Differenz be- 
stimmten Lipasewirkung und dem Gewicht der unléslichen 
Substanz abzuleiten, die man aus den Stearin- und Cholesterin- 
adsorbaten isoliert. 

Von den folgenden Elutionsbeispielen sind Versuch 6 und 7 
mit Adsorbaten aus geklirten Driisenausziigen vorgenommen, 
Versuch 8 und 9 mit Adsorbaten aus sehr reinen Lipase- 
lésungen, nimlich Elutionen aus den nach zweimaliger Rei- 
nigung mit Tonerde dargestellten Kaolinadsorbaten. Die Aus- 
beute an wirksamer Lipase in der Elution ist am giinstigsten 
(57°/,) in einem Versuch mit der rohen Lipaselésung. Im 
zweiten Versuche mit der Rohlésung war die Adsorptions- 
ausbeute von 7/, auf fast */, gesteigert, aber die Elutions- 
ausbeute vermindert (30°/,). Die Adsorption der reinen Lipase 
und Elution mit Phosphat ergab nur Ausbeuten von 30 und 
24°/\; unsre Elutionsversuche waren vorsichtshalber sehr rasch 
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ausgefiihrt, vielleicht zu rasch fiir die sich schlecht benetzenden 
organischen Kérper. 

Den Reinheitsgrad des Enzyms in diesen Adsorbaten ergibt 
die Dialyse der Elutionen oder das Weglisen des organischen 
Mittels. Die Steigerung der enzymatischen Konzentration bei 
der Adsorption aus Rohlésungen (Lipasewert 11,7) ist etwas 
siinstiger als bei der Adsorption mit Tonerde (Lipasewert 9), die 
Steigerung bei der Adsorption aus einer Tonerdeelution (Lipase- 
wert 63 und 72) ist viel bedeutender als bei einer weiteren Adsorp- 
tion mit Aluminiumhydroxyd (Lipasewert 23) oder mit Kaolin 
(Lipasewert 26).') Die Adsorption durch Tristearin oder Cholesterin 
ist also spezifischer als die durch unsre anorganischen Adsor- 
bentien. Sie ist in geringerem Mabe fiir die unreinen, in 
hdherem fiir die reinen Enzymlésungen auswiihlend. Daher 
wird sogar der Reinheitsgrad der durch wiederholte Adsorption 
mit Tonerde und Kaolin gewonnenen Lipaselésungen noch 
durch Tristearinadsorption weiter gesteigert, wie im folgenden 
Abschnitt gezeigt werden soll. 


Versuch6. Ein geklirter Glycerinauszug von Pankreasprobe Nr. 3, 
i113 eem mit einem Gehalt von 68 L.-E. (1,00 ccm: 16,6°/) Spaltung, 
0,60 L.-E.), wurde mit 250 eem Wasser auf 15°/, Glycerinkonzentration 
verdiinnt und mit der Aufschliimmung von 5 g Tristearin in 50 cem 
Glycerin unter Umschwenken 10 Minuten behandelt. Das rasch ab- 
getrennte Filtrat, 413 ecm, enthielt noch 45 L. E. (5,00 cem : 15,9 °/, Spalt., 
0,55 L.-E.), es waren also 34°/, der Lipase adsorbiert. Das auf der 
Nutsche 3 mal mit je 20 ecem 20°/) igem Glycerin gewaschene Adsorbat 
verteilten wir in 100 cem unseres glycerinhaltigen 2'/,-basischen Ammon- 
phosphats (vgl. oben Abschnitt [1], 2) und trennten nach kurzer Ein- 
wirkung die Elution vom Tristearin durch Absaugen. Vom Filtrate 
bewirkten 5,00 cem 17,5°/, Spalt., entsprechend 0,65 L.-E. in der Probe 
und 13 L.-E. in der gesamten Elution, die also, ungerechnet den im 
Tristearin zuriickbleibenden kleinen Fliissigkeitsanteil, 57°/, der adsor- 
bierten Lipase enthielt. 

Versuch 7, In eine dureh Kliiren von 20 cem Glycerinauszug der 
Pankreasprobe Nr. 3 mit 200 eem Wasser erhaltene Lipaselésung, 218 ccm 
mit 83 L.-E. (2,00 ecm : 19,6°/, Spalt., 0,76 L.-E.), wurden 10 g Tristearin, 
verteilt in 100 eem Glycerin, eingetragen und die Fliissigket mit 400 ccm 


1) Kinige Betrachtungen, welche die Genauigkeit dieses Vergleichs 
etwas einschriinken, werden im folgenden Abschnitt angestellt. 
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Wasser auf 15°/, Glycerinkonzentration verdiinnt. Das Filtrat vom 
entstandenen Adsorbate enthielt in 680 ecem 22 L.-E. (5,09 eem : 83°), 
Spaltung, 0,16 L.-E.), das Adsorbat also 61 L-E., das ist 73,5°/,. Die 
Elution bewirkten wir nach 3 maligem Waschen des Adsorbates mit je 
40 eem 20°/, igem Glycerin durch etwa 100 cem ,,Ammonphosphat“. Da 
1,00 eem der Elution (105 ccm) 8,8°/, Spaltung, entsprechend 0,17 L.-E. 
bewirkte, so waren im ganzen 18,5 L.-E., entsprechend 30°/, der adsor- 
bierten Lipase in der Elution. 

Zur Bestimmung des Reinheitsgrades wurden 100 cem dieser Elution, 
17 L.-E. enthaltend, gegen flieBendes Wasser 8 Tage lang dialysiert. 
Die nun glycerin- und phosphatfreie Lésung hinterlieB beim Eindunsten 
0,0145 g Trockenriickstand. Daraus ergibt sich der Lipasewert 11,7. 

Versuch 8. Die angewandte Lipaselésung war durch drei auf- 
einanderfulgende Adsorptionen, zwei mit Tonerde und eine mit Kaolin, 
gereinigt. Sie enthielt 11 L.-E. in 150 cem bei einem Glyceringehalt 
von 15°, (5,00 cem : 12,5°/, Spaltung, 0,37 L.-E.). Durch Behandeln 
mit 5g Tristearin in 200 cem 87°/,igem Glycerin unter Zu-atz von 
50 ecm Wasser (also bei einer Glycerinkonzentration von 50°/,) wurde 
das Adsorbat gewonnen, rasch abgesaugt, 3 mal mit je 20 cem 50°/,igem 
Glycerin gewaschen und sogleich mit 100 eem ,,Ammonphosphat“ ganz 
kurze Zeit eluiert. 

In der Adsorptionsrestlésung fanden sich 3,0 L.-E. (10,00 eem: 5,3°,, 
Spaltung, 0,08 L.-E.). Das gebildete Adsorbat hat also 8,0 L-E. ent- 
halten (das ist 77°/, der Lipase) und es hat beim Eluieren 2,4 L.-E., 
entsprechend 30°/, seines Lipasegehaltes, abgegeben (5,00 ccm : 7,2°/, 
Spaltung, 0,12 L.-E). 

Versuch 9. Fiir einen analogen Versuch mit Cholesterin diente 
eine Lipaseliésung mit derselben Vorgeschichte wie fiir Versuch 8. Sie 
enthielt in 150 cem 11 L.-E (5,00 eem:12,5°/, Spaltung, 0,37 L.-E.) und 
wurde gleichfalls bei 50°/, Glycerinkonzentration mit 5 g Cholesterin 
behandelt. Auch die Abtrennung des Adsorbates und seine Elution mit 
ammoniakalischem Phosphat geschah in derselben Weise. 

Die Adsorptionsrestlésung, 360 cem, enthielt 4,3 L.-E., da 10,00 ccm 
7,3°/, Spaltung, entsprechend 0,12 L.-E., bewirkten. Die Adsorption 
betrug 61°/,. Von der Elution (100 eem) bewirkten 5,00 cem 5,5°/; 
Spaltung, entsprechend 0,08 L-E.; also enthielt die Elution 24°/, der 
adsorbierten Lipase. 

Die Isolierung der Lipase aus diesen Adsorbaten bewirkten 
wir durch Auflésen des Tristearins oder Cholesterins in Benzol. 
Ather, Petrolither und andere Solventien besitzen, namentlich fiir 
Tristearin, ein zu geringes Lésungsvermigen, Kohlenstofitetra- 
chlorid laBt sich wegen seines hohen spezifischen Gewichts 


nicht mit der Zentrifuge vom Unléslichen trennen. Das folgende 
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Beispiel der Verarbeitung von nur einmal gereinigter Lipase 
vergleicht die Verwendung der beiden organischen Adsorbentien 
und kennzeichnet die erreichte Steigerung des Reinheitsgrades. 
Wihrend die beiden Mittel im Adsorptionsvermégen fiir das 
Knzym tbereinstimmen, deuten die gefundenen Lipasewerte 
an, daB das Cholesterin etwas weniger spezifisch adsorbiert 
‘siehe auch Abschnitt V, Beispiel 3 und 4). 


Beispiel der Isolierung mit organischen Adsorbentien. 


Der Adsorption mit Tristearin und mit Cholesterin unter- 
warfen wir je 600 ccm einmal durch Tonerde gereinigte Lipase- 
lisung, die 111 L.-E. enthielt (1,95 ccm: 12,4°/, Spaltung, 
0,36 L.-E.) und deren Anfangskonzentration an Glycerin durch 
Verdiinnen von 50 auf 20°/, herabgesetzt wurde. Wir lieBen 
a) 15 g Tristearin, b) ebensoviel Cholesterin, in je 225 ccm 
57°/,1igem Glycerin fein verteilt, unter haiufigem Umschiitteln 
10 Minuten einwirken und saugten die Restlésung durch ge- 
hirtete Filter ab. Von den Mutterlaugen bewirkten je 8,53 ccm 
a) 7,0, b) 7,1°/, Spaltung entsprechend je 0,11 L.-E. und im 
ganzen je 34 L.-E. In beiden Fallen waren 77 L.-E., ent- 
sprechend 70°/, der angewandten Lipase adsorbiert. 

Die Adsorbate wurden nach sorgfailtigem Auswaschen mit 
Wasser 1m Hochvakuum wihrend 2—3 Tagen zur Gewichtskon- 
stanz getrocknet. Dann verteilten wir die Priparate in je 250 ccm 
benzol und trennten die ungelésten feinen Fléckchen durch 
Zentrifugieren ab. Nach Waschen, und zwar wiederholtem, 
in den Zentrifugenglisern mit Benzol, absolutem Alkohol und 
reinem Ather waren die Riickstiinde frei von den Adsorbentien. 
Aus den Gewichten von a) 0,0107, b) 0,0122 g ergeben sich 
die Lipasewerte von a) 72,0, b) 63,1. 


V. Lipasepraparate. 

Die zur Trennung der Lipase von den _ begleitenden 
Pankreasenzymen und den nicht enzymatischen Begleitstoffen 
angewandten Methoden sind im vorangehenden beschrieben in 

Abschnitt I], 3: Beispiel fiir die Abtrennung von Amylase 
wid Trypsin; 
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Abschnitt III: Beispiel der Reinigung mit Kaolin; 

Abschnitt IV: Beispiel der Isolierung mit organischey 
Adsorbentien. 

In einigen weiteren Versuchen, die nur in Einzelheiten 
von den gegebenen Beispielen abweichen, sind die Adsorptions- 
verfahren vom Driisenauszug bis zu den Lipasepriparaten 
durchgefiihrt, so da die erreichten Ausbeuten und enzy- 
matischen Konzentrationen den Wert der Methode zu be. 
urteilen gestatten. 

Von den aufeinanderfolgenden Operationen hat die wieder- 
holte Uberfiihrung des Enzyms in Tonerde den Erfolg, dat 
Amylase und Trypsin abgetrennt sind. Aber fiir die Assozia- 
tion der Lipase mit Fremdkérpern ist dieses Adsorptions- 
verfahren nicht geniigend auswihlend. Die enzymatische Kon- 
zentration, nur 30mal gréBer als in der getrockneten Driise, 
liBt sich durch die beiden folgenden Adsorptionsvornahmen 
mit Kaolin und mit Tristearin oder Cholesterin aufs 10 fache 
steigern. Das elektronegative Adsorbens lift gewisse Bei- 
mischungen, die das elektropositive mitschleppte, entweder in 
der Restlésung oder hilt sie beim Eluieren selbst zuriick. 
Noch scharfer auswihlend scheinen die indifferenten organischen 
Adsorbentien zu sein, mittels deren Lipasewerte bis 240 
erreicht wurden, dem giinstigsten Verhaltnis von lipatischem 
Wert und Trockengewicht der adsorbierten Substanz. 


Enzymatische Konzentrationen in den einzelnen Phasen der Isolierung. 
Pankreasdriise (Nr. 3) getrocknet, L.-W. 0,81. 











L.-W. durch 
‘Dialyee be-| !solieruns 
‘ mit Stearin 
me bestimmt 
Glycerinauszug, gekliirt ....... 3,2 — 
imal mit Stearin adsorbiert. . ... . 11,7 — 
1mal mit Tonerde adsorbiert .... . 9,0 72 
2mal mit Tonerde adsorbiert . ... . 23,1 — 
1 mal mit Tonerde und Kaolin adsorbiert . 25,8 119 
2mal mit Tonerde, 1 mal mit Kaolin ads. . 207 240 


Diese Angaben iiber die enzymatische Konzentration der 
Lipasepraparate miissen aber, wenn man sie mit der be- 
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schreibung des Invertins vergleicht, eingeschrinkt werden. In 
der 1. Mitteilung von R. Willstaitter und F. Racke ,Zur 
Kenntnis des Invertins“ bezogen sich die Zeitwerte auf die 
Wirkung, die beim Wiederauflésen der in festem Zustand ge- 
wonnenen Praparate gemessen war. In der 3. Mitteilung iiber 
Invertin von R. Willstatter, J. Graser und R. Kuhn sind 
es konzentrierte, durch Dialyse gereinigte Liésungen, die man 
durch die Zeitwertangabe kennzeichnete. Die beim Abdampfen 
{ters eintretenden Verluste an enzymatischer Wirkung konnten 
auBer Betracht bleiben. Die Enzympriparate lagen immerhin 
in diesem Reinheitsgrade vor, allein mit Wasser verdiinnt. Die 
Lipase dagegen ist nie in rein wibriger Lésung von den an- 
vegebenen Reinheitsgraden erhalten worden. Hs ist ein wesent- 
licher Unterschied zwischen Lipase und Invertin, daB in unserem 
Halle das EKnzym von der bestimmten Wirkung nur im Ge- 
misch mit Glycerin und den als Reagentien angewandten Elektro- 
lyten vorliegt. Soweit die Angaben iiber die Enzymkonzen- 
tration Elutionen aus Adsorbaten betreffen, beziehen sie sich 
also stets auf die vor der Dialyse gemessene Wirkung; bei der 
Dialyse geht mit der Entziehung des Glycerins die Inaktivierung 
der Lipase einher, die bisher nie anders als irreversibel be- 
obachtet wurde. 

Andere Einschrankungen betretien die Lipasepraparate, 
die beim Weglésen der organischen Adsorbentien als Riick- 
stinde hinterblieben. Die angenommene Beziehung zwischen 
den Trockengewichten derselben und den Enzymwirkungen setzt 
voraus, daB von der Enzymsubstanz nichts weggelést wird. Ferner 
kénnte der Reinheitsgrad des Enzyms auch einen zu giinstigen Aus- 
druck bekommen, wenn die Lipase Begleiter enthielte, die in den 
organischen Solventien léslich waren; bei der Ermittiung des Rein- 
heitsgrades wiirden sie nicht zum Enzymgewicht gerechnet. 

Es ist aber wahrscheinlich, daf die Einwiinde, die gegen 
die Genauigkeit der Reinheitsgrade zu erheben sind, der prak- 
tischen Bedeutung entbehren. Die gefundenen Werte kon- 
trollieren und stiitzen sich gegenseitig.’) 


1) Beispielsweise fiihrte nach der wiederholten Reinigung mit Ton- 
erde und mit Kaolin die Dialyse der Elution zum Lipasewert 207, die 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXV. 13 
































194 Richard Willstitter und Ernst Waldschmidt-Leitz, 


Das Ausgangsmaterial fiir die folgenden Versuche waren 
geklarte Glycerinausziige aus Pankreasprobe Nr. 3. 


Beispiel1. Wiederholte Tonerdeadsorption, Dialyse. 


Ausgangsmaterial: 2400 ecm geklarter Glycerinauszug mit 1440 L.-E. 
(1,00 cem: 16,5°/, Spalt., 0,60 L.-E.). 

Erste Reinigung mit Tonerde: Das Adsorbat wurde aus 0,01 n-essig- 
saurer Lésung mit 5,58 g Tonerde (Prap. B) dargestellt, gewaschen und 
2mal mit je 500 cem ,,Ammonphosphat“ eluiert. Die Elution enthielt 
in 960 cem 806 L.-E. (1,00 cem: 21,4°/, Spalt., 0,84 L.-E.). Das Phosphat 
fillten wir nach Verdiinnen mit dem gleichen Volumen Wasser durch 
Magnesiamischung aus und erhielten 2075 ccm Filtrat mit 692 L.-E. 
(2,00 cem: 18,1 °/, Spalt., 0,67 L.-E.). 

Zweite Reinigung mit Tonerde: Das Enzym wurde aus 2070 ccm 
0,01 n-essigsaurer Lisung mit derselben Menge der Tonerde wieder 
adsorbiert und aus dem nicht gewaschenen Adsorbat 2 mal mit je 300 ecm 
,Ammonphosphat“ eluiert. Die zur Stabilisierung mit 200 cem 87 °/, igem 
Glycerin versetzte Losung enthielt 565 L.-E. (1,00 cem: 18,8 °/, Spalt.. 
0,71 L.-E.); sie lieferte durch Ausfillung der Phosphorsiiure mit Magnesia- 
mischung 2380 cem Filtrat mit 434 L.-E. (3,00 eem: 15,7°/, Spalt., 0,55 L.-E.). 

Dialyse: Eine Probe von 200 cem (36 L.-E.) wurde in der Fiseh- 
blase 9 Tage lang gegen destilliertes Wasser dialysiert und hinterliel 
dann 0,0156 g. 

Lipasewert 23,1. 


Beispiel 2. Tonerde-, Kaolin- und Tristearinadsorption. 


Ausgangsmaterial: Von dem geklirten Glycerinauszug des Bei- 
spiels 1 2160 ccm mit 1296 L.-E. 

Ads. mit Tonerde: Das Adsorbat wurde aus 0,01 n-essigsaurer 
Lésung mit 5,02 g Tonerde (Darst. B) gewonnen und nach dem Waschen 
2mal mit je 500 cem ,,Ammonphosphat“ eluiert. Die mit 350 ccm 
Glycerin haltbar gemachte Lésung enthielt 1010 L.-E. (1,00 cem: 18,9°), 
Spalt., 0,72 L.-E.). 

Ads. durch Kaolin: Von der Elution wurden 1360 eem mit ebenso- 
viel Wasser verdiinnt und 0,01 n-essigsauer mit 52,8 g elektroosmotisch 
gereinigtem Kaolin adsorbiert. Aus dem auf gehirtetem Filter ab. 
gesaugten und mit 200 ccm 50°/,igem Glycerin gewaschenen Adsorbat 
eluierte man die Lipase nur einmal mit 500 cem ,,Ammonphosphat*. 
Die abgesaugte Elution war triib, sie lieB sich bei nochmaligem Filtrieren 
durch Kieselgur klaren. 

In 485 cem Elution waren 663 L.-E. enthalten (0,40 eem: 15,7°), 
Spalt., 0,55 L.-E.). 





Isolierung mit Cholesterin zum Lipasewert 209, mit dem spezifischer 
adsorbierenden Tristearin zum Lipasewert 240. 
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Ads. durch Tristearin: Die Elution wurde durch Zusatz von 160 cem 
Glycerin vor Zersetzung geschiitzt. Aus 640 ccm dieser Lésung fiallten 
wir unter Verdiinnung mit 1260 cem Wasser durch Magnesiamischung 
die Phosphorsiure aus und gewannen 1940 cem Filtrat mit 543 L.-E. 
(2,00 cem: 15,8°/, Spalt., 6,56 L.-E.). 

Von diesen unterwarf man 1935 cem, verdiinnt mit 1500 eem Wasser, 


der Adsorption durch 40 g Tristearin, die in 500 cem 87°/,igem Glycerin 


verteilt waren. In der Mutterlauge, 3940 cem, blieben 263 L.-E. zuriick 
(10,00 cem: 18,1°/, Spalt., 0,67 L.-E.). 

Das Adsorbat enthielt demnach 280 L.-E. Nach dem Waschen 
und Trocknen lieferte es beim Behandeln mit Benzol, Alkohol und Ather 
0,0235 g unldslichen Anteil: 


Priparat II vom Lipasewert 119. 


Beispiel 8. Wiederholte Tonerde-, Kaolin- und Tri- 
stearinadsorption. 

Ausgangsmaterial: 2400 ecm geklirter Glycerinauszug, 
1180 L.-E. enthaltend (1,20 com: 16,3°/, Spalt., 0,59 L.-E,). 

Erste Ads. durch Aluminiumhydroxyd: Aus essigsdure- 
haltiger Liésung wurde die Lipase von aufgeschlimmten 4,06 g 
Al,0, (Darst. B) adsorbiert und aus dem gewaschenen Adsorbat 
2mal mit je 500 ccm ,Ammonphosphat“-Lésung eluiert. 

Die Elution (990 ccm) verdiinnten wir mit dem gleichen 
Volumen Wasser und schieden die Phosphorsiure mit Magnesia- 
mischung ab. Das Filtrat enthielt in 2100 com 504 L.-E, 
(2,00 ccm: 14,6°/, Spalt., 0,48 L.-K.). 

Ausbeute in der phosphatfreien Elution 43°/, des Ausgangs- 
materials. 

Zweite Reinigung mit Aluminiumhydroxyd: Aus der mit 
Hissigsiure wieder angesiuerten Fliissigkeit adsorbierten wir 
mit 4,06 g Al,O, (Darst. B) das Enzym, von dem in 2230 ccm 
Restlésung 30 L.-K. zuriickblieben (2,00 ccm: 2,0°/, Spalt., 
0,03 L.-E.). Das Adsorbat eluierte man, ohne es zu waschen, 
mit je 400 ccm .,Ammonphosphat* 2mal und versetzte die 
Klution, um sie zu stabilisieren, mit 260 ccm Glycerin. Thr 
Gehalt betrug am folgenden Tage 348 L.-E. (1,00 ccm: 12,0°/, 
Spalt., 0,33 L.-E.). 

Adsorbiert mit 94, eluiert mit 73°/, Ausbeute. 

Ads. durch Kaolin: Die Elution ist phosphathaltig der 
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Adsorption durch Kaolin unterworfen worden, indem man die 
erhaltenen 1040 ccm mit 1,5 Liter Wasser verdiinnte und bei 
iiblichem Essigsiuregehalt mit 48 g elektroosmotischem Kaolin 
behandelte. In der Restlésung blieben 18 L.-E. (5,00 com: 2,5°/, 
Spalt., 0,03 L.-E.). 

Das Adsorbat eluierten wir, ohne es zu waschen, 2 mal 
mit je 400 ccm Phosphatreagens, die erhaltene Elution, durch 
Kieselgur klar filtriert, wies 210 L.-E. in 770 ccm auf 
(2,00 com: 15,7°/, Spalt., 0,55 L.-E.). 

Adsorbiert mit 95, eluiert mit 64°/, Ausbeute. 

Ads. durch Tristearin: Die Abscheidung der Phosphor- 
siure muBte wieder vorangehen. Die mit gleichem Volumen 
Wasser verdiinnte Liésung lieferte beim Fallen mit Magnesia- 
mischung 1660 ccm Filtrat mit 124 L.-E. (5,00 ccm: 12,5°/, 
Spalt., 0,37 L.-E.). 

Zur weiteren Verarbeitung dienten nur 1510 ccm (113 L.-E.), 
die wir mit 1 Liter Wasser verdiinnten und mit der Suspension 
von 50g ‘Tristearin in 500 ccm 87°/,igem Glycerin einige 
Minuten schiittelten. Da die Mutterlauge 10 L.-E. (10,00 ccm: 
5,3°/, Spalt., 0,08 L.-E.) behielt, berechnet sich fiir das Ad- 
sorbat ein Gehalt von 103 L.-E. 

Adsorptionsausbeute 91°/.. 

Das Adsorbat, gewaschen und scharf getrocknet, lieferte 
beim Auflésen in Benzol einen unléslichen Anteil, der, mit den 
organischen Liésungsmitteln gewaschen, 0,0043 ¢ betrug: 


Priparat III vom Lipasewert 240. 


Beispiel 4. Wiederholte Tonerde-, Kaolin-, Cholesterinadsorption. 

Mit dem gleichen Auszug wie im 3. Beispiel sind dieselben 3 Ad- 
sorptionsverfahren ausgefiihrt worden. 

Elution aus dem 1. Tonerdeads. (noch phosphathalt.): 713 L.-E. (in 
990 ecm; 0,50 cem: 12,4°/, Spaltung, 0,36 L.-E.). 

Elution aus dem 2. 'Tonerdeads. (phosphathalt.): 513 L.-E. (in 1040 cem: 
1,00 eem: 14,7°/, Spaltung, 0,49 L.-E.). 

Elution aus Kaolin (von Phosphat befreit): 125 L.-E.4) (in 1680 cem; 
5,00 ecem: 12,5°/, Spaltung, 0,37 L.-E.). 


*) Die ungewéhnlich schlechte Ausbeute bei diesem Versuche wird 
erklart durch geringere Eluierbarkeit des Kaolinadsorbats sowie durch 
relativ groBen Enzymverlust bei der darauffolgenden Phosphatfillung. 
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Ads. durch Cholesterin: 1530 cem phosphatfreie Elution aus Kaolin, 
die 114 L.-E. enthielten, verdiinnten wir mit 1 Liter Wasser und lieBen 
einige Minuten unter Umschiitteln 50 g Cholesterin, suspendiert in der 
5 fachen Glycerinmenge, einwirken. In der Mutterlauge (3000 cem) blieben 
noch 16 L.-E, (10,00 cem: 7,3°/, Spaltung, 0,12 L.-E.). Das Adsorbat, 
demnach 98 L.-E. enthaltend, lieferte beim Herauslésen des organischen 
Mittels mit Benzol, Alkohol und Ather 0,0047 g unldslichen Riickstand: 

Praparat [V vom Lipasewert 209. 


Chemische Reaktionen der enzymatischen Substanz kénnen 
wir nicht anfiihren, Alle beobachteten Fallungs- und Farb- 
reaktionen gehéren den Beimischungen zu, sie sind nur Rein- 
heitsproben. Darin stimmen die reinsten Priiparate nicht 
genau miteinander iiberein. Das Lipasepraiparat III enthilt 
eine noch eben nachweisbare Spur von Proteinsubstanz, die in 
einem weniger reinen, durch Dialyse (nach der Tonerde- und 
Kaolinadsorption) gewonnenen vom Lipasewert 207 fehlt (siehe 
Abschnitt III), also wahrscheinlich durch Dialyse beseitigt wird, 
in Tristearin aber mit iibergeht. Daher gibt das Priparat III 
eine Andeutung von Millonscher Reaktion und mit Ninhydrin 
bei 5 Minuten langem Kochen einen schwachen bDliulichen 
Schimmer; die Reaktion von Molisch fillt negativ aus. Die 
0,01°/, ige Losung (1 L.-E. in 0,4 cem) gibt mit Uranylacetat 
keine, mit Pikrinséiure eine schwache Triibung. 

Die folgenden Analysen, fiir deren Ausfiihrung wir Herrn 
Richard Kuhn zu Dank verpflichtet sind, haben nur eine 
vorliufige Bedeutung, da die Reinigung nicht bis zur Konstanz 
des Lipasewertes gefiihrt worden ist; auch enthalten die 
Praparate noch grofe und wechselnde Mengen von Mineral- 
bestandteilen. 


Die Praparate sind etwas phosphorhaltig, aber der Phos- 
phorgehalt ist zufillig und geringfiigig; bei der Steigerung des 
Reinheitsgrades von 119 auf 240 steigt er nicht. Der Stick- 
stoffgehalt sinkt bei derselben Reinigung, wobei die noch bei- 
gemischte HiweiBsubstanz abgetrennt wird, von 11,6 auf 
10,5 °/,. 

Fiir die Analyse wurden die Praparate im Hochvakuum 
zur Konstanz getrocknet. 
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Praparat II, Lipasewert 119. 
2,420 mg gaben 0,256 ccm trockenen Stickstoff bei 21° und 721 mm. 
2,355 ,, 4, , mit Soda-salpeter geschmolzen, nach Kleinmann 
0,00111 mg Phosphor. 
Gef. N 11,65%,  P 0,047°%, 


Praparat III, Lipasewert 240. 
2,105 mg gaben 0,200 ccm trockenen Stickstoff bei 19° und 720 mm. 
L136 » » mit Soda-salpeter geschmolzen, nach Kleinmann 
0,000876 mg Phosphor. 
Gef. N 10,52,  P 0,050°, 


Praparat IV, Lipasewert 209 (Filtrierpapierfasern ent- 


-haltend). 
3,622 mg gaben nach Pregl 0,565 mg Asche, 5,11 mg CO, und 
2,03 mg H,0. 
Gef. Asche 15,60,/° OC 38,49°/, H 6,27°%/, 
Auf aschefreie Substanz umgerechnet: C 45,6°/, H 7,4°/o. 
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Uber den Cholesteringehalt verschiedener Kaninchen- 
muskeln. 


Von 
Gustav Embden und Heinz Lawaeczeck. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Ausgefihrt mit Mitteln der Manfred Bernhard Schiff-Stiftung.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22, Oktober 1922.) 


In einer Reihe aus dem hiesigen Institut verédffentlichter 
Untersuchungen konnte gezeigt werden, daB verschiedene quer- 
gestreifte Muskeln charakteristische chemische Unterschiede 
aufweisen; wiihrend die rasch arbeitende weibe Muskulatur 
des Kaninchens') und auch der ebenfalls helle Brustmuskel 
des Hahns*) ausgezeichnet sind durch einen hohen Gehalt an 
der Kohlehydratphosphorsiureverbindung Lactacidogen, die 
wir als eigentliche Titigkeitssubstanz des Muskels auffassen, 
weisen die im Gegensatz zu den genannten weiBen Muskeln 
durch groBe Dauerleistungsfihigkeit ausgezeichneten roten 
Kaninchenmuskeln, sowie die rote Schenkelmuskulatur des 
Hahns und namentlich der ebenfalls dunkel gefirbte Brust- 
muskel der Taube einen hohen Gehalt an organischen Phosphor- 
siureverbindungen auf, welche nicht Lactacidogen sind und 
sicherlich keine einheitliche chemische Substanz darstellen. 
Wir haben die Summe dieser neben dem Lactacidogen im 
Muskel vorhandenen organischen Phosphorsiureverbindungen 
friher als ,,Restphosphorsiure“*) bezeichnet und je nach 





') G. Embden u. E. Adler, Diese Zs. Bd. 113, S. 201 (1921). 
2) G@. Lyding, Diese Zs. Bd. 113, S. 228 (1921). 
*) G. Embden u. E. Adler, ebenda 8. 205. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXY. 14 
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200 yustav Embden und Heinz Lawaczeck, 


ihrer Léslichkeit in sauren wiBrigen Muskelextrakten in einen 
léslichen und unldéslichen Anteil unterschieden. 

Hiernach ist also die rasch arbeitende Muskulatur durch 
einen hohen Lactacidogengehalt, die zu Dauerleistungen 
besonders befaihigte durch einen hohen Restphosphor- 
siuregehalt gekennzeichnet. Ganz entsprechend diesen Vor- 
stellungen besitzt z. B. das Herz héchstens einen ganz gering- 
figigen Lactacidogengehalt, dagegen einen auBerordentlich 
hohen Gehalt an Restphosphorsiure.') 

Wo, wie im Brustmuskel der Taube, die Fahigkeit zu 
rascher Kontraktion mit derjenigen zu andauernder Arbeits- 
leistung vereinigt ist, weist sowohl das Lactacidogen, wie auch 
die Restphosphorsiiure hohe Werte auf, so daB solche Muskeln 
durch einen besonders hohen Gehalt an (resamtphosphorsiure 
ausgezeichnet sind. 

Wiihrend das Zusammentreffen der Fahigkeit zu rascher 
Kontraktion mit einem hohen Gehalt an Titigkeitssubstanz 
(Lactacidogen) ohne weiteres verstindlich ist, bedarf der in 
ebenso ausgesprochener Weise vorhandene Zusammenhang 
zwischen Restphosphorsiiuregehalt und Dauerleistungsfihigkeit 
durchaus noch der niheren Aufklarung. 

In neuerlich veréffentlichten Arbeiten konnte dargetan 
werden, daB bei der Muskeltiitigkeit neben den bereits z. ‘l. 
bekannten chemischen Vorgiingen (Milchsiurebildung und 
auch Phosphorsiurebildung’) aus Lactacidogen) ebenso charak- 
teristische physikochemische’) Prozesse sich abspielen. Ks 
kommt offenbar im Anschlu8 an die intrafibrillire Siurebildung 
und als deren unmittelbare Folge zu einer Steigerung der 
Durchlissigkeit von im Ruhezustand nur sehr wenig permeablen 
Grenzschichten. 

DaB diese im Kontraktionsaugenblick eintretende Perme- 
abilititssteigerung nicht ein nebensiichliches Geschehen, sondern 
ein notwendiges Glied in der Kette der zur Muskelkontraktion 


1) Herbert Kahn, Noch unveroffentlichte Untersuchung. 

2) G. Embden u. H. Lawaezeck, Biochem. Zs. Bd. 127, S. 181 
(1922), siehe daselbst auch weitere Literatur. 

3) G. Embden u. E. Adler, Diese Zs. Bd. 118, S, 1-49 (1921). 
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fihrenden Vorginge ist, geht vor allem aus den bei der Er- 
miidung von isolierten Froschmuskeln erhobenen Befunden 
hervor. Die Krmiidung dieser Muskeln ist namlich keineswegs 
durch Aufbrauch von irgendwelchem Brennmaterial, sondern 
allem Anschein nach durch eine charakteristische Zustands- 
inderung der eben erwihnten Muskelfasergrenzschichten be- 
dingt, von der sie regelmiBig begleitet wird. Es handelt sich 
um ein laingeres Bestehenbleiben derjenigen Permeabilitits- 
steigerung, deren voriibergehendes Auftreten, wie wir eben er- 
wihnten, eine notwendige Voraussetzung fiir das Zustande- 
kommen der Muskelkontraktion ist. 

Das Zustandekommen der Muskelkontraktion ist nach 
unseren Anschauungen an die mit plétzlicher Permeabilitits- 
steigerung einhergehende Fiahigkeit der Grenzschichten zu 
rascher Anderung ihres kolloiden Zustandes gebunden, und im 
Krmiidungszustande kann die Kontraktion deswegen nicht er- 
folgen, weil die Anspruchsfahigkeit eben dieser Grenzschichten 
im Sinne einer weiteren Steigerung ihrer Permeabilitit bei dem 
im Gefolge vorangegangener Kontraktionen zuriickgebliebenen 
Zustande hoher Durchlissigkeit vermindert ist. 

Diese ausschlaggebende Bedeutung der Beschaffenheit von 
beschrankt durchlaissigen Muskelfasergrenzschichten fir das 
funktionelle Verhalten verschiedener Muskeln konnte von Beh- 
rendt') auch in Versuchen am Frosch erwiesen werden. Es 
gelang ihm, die schon lange bekannten Unterschiede in der Kon- 
traktionsgeschwindigkeit des Gastrocnemius und Semimembra- 
nosus sowie zwei weitere von Biirker?) festgestellte physiologische 
Verschiedenheiten beider Muskeln, nimlich den héheren Wir- 
kungsgrad, mit dem der Semimembranosus arbeitet, und die 
gréBere Dauerleistungsfihigkeit des Gastrocnemius auf charakte- 
ristische Verschiedenheiten in der Beschaffenheit der Grenz- 
schichten beider Muskeln zuriickzufiihren. Nach den von Beh- 
rendt auf Grund seiner Versuchsergebnisse entwickelten An- 
schauungen arbeitet der Gastrocnemius deswegen langsamer und 





1) H. Behrendt, Diese Zs. Bd. 118, S. 123 (1922). 


*) K. Biirker, Pfliigers Arch. Bd. 116, 8S. 77 (1907), Bd. 174, S. 182 
und 320 (1919). 
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mit geringerem Wirkungsgrade, dafiir aber mit gréBerer Aus- 
dauer als der Semimembranosus, weil seine Grenzschichten 
weniger zart (dicker) und darum weniger alterationsfaihig sind. 

Bei seinen vergleichenden chemischen Untersuchungen 
an beiden Muskelarten konnte Behrendt zeigen, da der 
Gastrocnemius einen etwas hdheren Restphosphorsiuregehalt 
als der Semimembranosus besitzt. 

Aus der Gesamtheit der beiden eben besprochenen Unter- 
suchungsreihen geht also hervor, daf die verschiedene Dauer- 
leistungsfihigkeit von Skelettmuskeln mit charakteristischen 
Unterschieden einerseits in ihrem chemischen, anderseits in 
ihrem kolloidchemischen Verhalten verbunden ist. Hohe Dauer- 
leistungsfahigkeit ist vereint erstens mit hohem Restphosphor- 
siituregehalt und zweitens mit starker Ausbildung jener im 
Ruhezustand beschriinkt durchlissigen Grenzschichten, deren 
plétzliche Durchlissigkeitssteigerung fiir das Zustandekommen 
der Kontraktion notwendig ist. 

Ks liegt gewiB nahe, die eben erwihnten chemischen und 
physikochemischen Charakteristika des Muskels in unmittel- 
baren Zusammenhang miteinander zu bringen durch die An- 
nahme, dab die Hihe des Restphosphorsiuregehalts und der 
Grad der Entwicklung membranartiger Grenzschichten einfach 
deswegen miteinander parallel gehen, weil die als ,,Restphosphor- 
siure* zusammengefaBten Verbindungen einen Bestandteil eben 
jener membranartigen Grenzschichten bilden. 

Kis wirde also ein hoher Restphosphorsiuregehalt 
der unmittelbare chemische Ausdruck einer starken Ent- 
wicklung derfunktionellso bedeutungsvollen membran- 
artigen Muskelfasergrenzschichten sein. 

DaB in solchen membranartigen Grenzschichten gerade 
eine Gruppe von Kérpern, die als Restphosphorsiiure mitbestimmt 
wird, niimlich die der Phosphatide, sich in reichlicher Menge 
findet, ist seit langem bekannt, und namentlich fiir den zu 
erdéBter Dauerleistung befahigten Muskel, das Herz, ist sein 
auBerordentlich hoher Phosphatidgehalt schon vor Jahren ge- 
zeigt worden.?) 


') A, Erlandsen, Diese Zs. Bd. 51, 8. 69 (1907). 

























Uber den Cholesteringehalt verschiedener Kaninchenmuskeln. 203 


Zahlreiche Erfahrungen sprechen dafiir, daB neben Phos- 
phatiden noch eine andere Substanz an dem Aufbau membran- 
artiger Grenzschichten in tierischen Zellen beteiligt ist, nimlich 
das Cholesterin. 

Wenn wirklich der Restphosphorsiuregehalt von Muskeln 
ihrem Gehalt an membranartigen Grenzschichten parallel geht, so 
lag es daher nunmchr nahe, zu untersuchen, ob auch Bezichungen 
zwischen der Héhe des Restphosphorsiuregehalts eines Muskels 
und derjenigen seines Cholesteringehalts vorhanden sind. Fielen 
derartige Untersuchungen positiv aus, so gewann damit die An- 
schauung, daB der Reichtum eines Muskels an Restphosphor- 
siure ein Ausdruck seines Gehaltes an membranartigen Grenz- 
schichten ist, cine gewichtige Stiitze. 

Wir haben daher an Muskeln verschiedener Dauerleistungs- 
fahigkeit und dementsprechend verschiedenen Restphosphorsiure- 
gehalts vergleichende Cholesterinbestimmungen vorgenommen.') 

In der vorliegenden Arbeit soll zunichst iiber vergleichende 
Untersuchungen an verschiedenen Kaninchenmuskeln berichtet 
werden, weil gerade diese sowohl hinsichtlich threr Leistungs- 
ahigkeit, wie auch in bezug auf ihren Gehalt an den ver- 
schiedenen Phosphorsiurefraktionen geniigend genau untersucht 
sind. Wir verwandten fiir unsere Untersuchungen die gleichen 
Muskeln, die auch von Embden und Adler’) beniitzt wurden, 
namlich den weiBen, raschen und leicht ermiidbaren Musculus 
hiceps femoris, den langsamen und zu Dauerleistungen be- 
fahigten roten Musculus Semitendinosus und schlieBlich als 
Typus eines Muskels von gréBter Dauerleistungsfahigkeit das 
Herz, dessen Phosphatidreichtum schon seit den oben erwaihnten 
Untersuchungen Erlandsens bekannt ist und dessen Rest- 
phosphorsiuregehalt dementsprechend weitaus den Hauptteil 
der Gesamtphosphorsiure des Herzens ausmacht. 

In den meisten Fallen untersuchten wir auch das Zwerch- 
fell, dessen seiner gro8en Dauerleistungsfahigkeit entsprechender 





') Friiulein Dr. Anni Spitzer, die anfangs an der experimentellen 
Durehfiihrung dieser Arbeit mitwirkte, muBte ihre Titigkeit am Institut 
schon bald nach Beginn der Untersuchungen abbrechen. 

*) G@. Embden u. E, Adler, a.a. O. 
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Restphosphorsauregehalt aus friiheren, im hiesigen Institut aus- 
sefihrten Untersuchungen ebenfalls bekannt war. 


Methodik. 


Die Bestimmung des Cholesterins wurde stets an den 
méglichst bald nach dem Tode des Tieres entnommenen, durch 
Zerschneiden mit der Schere zerkleinerten und gut gemischten 
Muskelbrei ausgefiihrt. Das Herz wurde hierbei sorgfaltig von an- 
haftendem Blut befreit. Die Muskeln wurden sodann in der zehn- 
fachen Menge 25°/, iger Kalilauge 2 Stunden im siedenden Wasser- 
bade unter Riickflu8kiihlung durch Steigréhren zur Lésung 
gebracht und die alkalischen Fliissigkeiten 6mal mit nicht zu 
geringen Athermengen ausgezogen — jedesmal kam etwa das 
dem doppelten Volumen der alkalischen Muskellésung ent- 
sprechende Quantum zur Anwendung. 

Jede einzelne Atherfraktion wurde einmal mit etwas 
weniger als der ihr entsprechenden Menge Wasser kurz und, 
um stérende Emulsionsbildung zu vermeiden, nicht zu energisch 
durchgeschiittelt. Fiir siimtliche sechs Atherextrakte wurde 
das gleiche Waschwasser verwendet. 

Die vereinigten Atherausziige wurden sodann mit wasser- 
freien Natriumsulfat getrocknet und unter Nachwaschen mit 
Ather in einen Erlenmeyerkolben iiberfiihrt, aus dem der 
Ather durch Destillation entfernt wurde. Der im Trocken- 
schrank bei etwa 80° vollig getrocknete Riickstand wurde in 
Chloroform aufgenommen und die Chloroformlésung im Mab- 
kolben auf ein bestimmtes Volumen gebracht (25—100 ccm). 
Von der natiirlich griindlich durchgemischten Fliissigkeit diente 
ein gemessener aliquoter Teil zur Cholesterinbestimmung nach 
dem kolorimetrischen Prinzip, wobei ein einfaches Authen- 
riethsches Kolorimeter verwendet wurde. Der von Authenrieth 
und Funk?) angegebene Vergleichskeil, der eine griine Fliissig- 
keit enthalt, erwies sich uns nicht als brauchbar, da sein 
Farbenton zu sehr von dem der genau nach den Vorschriften 





') Authenrieth u. Funk, Miinechn. Mediz. Wochenschr. Bu. 60, 
S. 1248 (1913). 
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der genannten Autoren mit Essigsiureanhydrid und konzen- 
trierter Schwefelsiure behandelten Cholesterinlésung abwich. 

Dagegen erhielten wir sehr brauchbare Resultate, als wir 
zum Vergleich eine chloroformige Cholesterinlésung benutzten, 
welche in 100 ccm genau 0,01 g reines, im Exsiccator iiber 
Calciumchlorid getrocknetes Cholesterin enthielt. Mit 10 ccm 
dieser Liésung wurde jedesmal, d.h. fiir jede Einzel- 
bestimmung, die Liebermannsche Reaktion in der von 
Authenrieth und Funk angegebenen Weise ausgefiihrt. 
(Zusatz von 2 ccm Acetanhydrid und 0,1 ccm konz. Schwefel- 
siure zu je 5 ccm Cholesterinlésung, griindliches Durch- 
schiitteln und Verbringen fiir 15 Minuten in ein im verdunkelten 
Raum befindliches Wasserbad von 35°.) Unmittelbar danach 
wurde sowohl diese Standardlisung wie die gleichzeitig und 
unter den gleichen Bedingungen mit Essigsiureanhydrid und 
Schwefelsiure versetzte Cholesterinlésung unbekannten Gehalts 
unter der Wasserleitung stark abgekiihlt.!) Die Standard- 
fliissigkeit kam in den Keil, die zu untersuchende Lésung in 
den 'Trog des Kolorimeters. Die Ablesung geschah unmittelbar 
nach der Fiillung der GefaBe. Der Keil war natiirlich vorher 
unter Verwendung der eben geschilderten Standardfliissigkeit 
und von Cholesterinlésungen bekannten Gehaltes geaicht worden. 
Die auf Kurvenpapier eingetragene Aichungskurve stellte sehr 
annihernd eine Gerade dar; ebensowenig wie hei der Aichung 
machte die Ablesung bei den Bestimmungen des Cholesterins 
in den aus Muskeln gewonnenen Extrakten fiir gewéhnlich 
Schwierigkeiten. Nur in seltenen Fallen waren stérende, 
gelblich gefairbte Beimengungen vorhanden. 

An der weiBen Muskulatur, die dafiir geniigend Material 
bot, haben wir mehrfach Doppelbestimmungen ausgefiihrt, wobei 
zwei Muskelportionen von vornherein véllig getrennt behandelt 
wurden. Die Ubereinstimmung dieser Doppelbestimmungen 
war stets eine befriedigende. 

Verschiedentlich haben wir die colorimetrische Methode 





1) Die griindliche Abkiihlung unter der Wasserleitung ist wichtig, 


wenn man eine zu rasche, die Colorimetrie stérende Veriainderung des 
Farbentons vermeiden will. 
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mit der Digitoninmethode von Windaus am gleichen Materia] 
verglichen. Fir die weiBe Muskulatur des Kaninchens er- 
hielten wir hierbei mehrfach etwas héhere Werte mit der 
letzteren Methode. Doch waren auch diese Abweichungen 
ohne wesentliche Bedeutung fiir unsere Resultate. DaB die 
colorimetrische Cholesterinbestimmungsmethode in der von uns 
angegebenen Form brauchbar ist, geht auBer aus unseren 
eigenen Versuchen auch aus einer nachfolgenden Arbeit von 
K. Hotta hervor. 


Versuchsergebnisse. 


Die unten stehende Tabelle zeigt die von uns erhaltenen 
Cholesterinwerte fiir die verschiedenen Muskelarten. 


Ein Vergleich der Reihen 1—4 ergibt auf den ersten 
Blick, daB weitaus den geringsten Cholesteringehalt der weiBe 
Musculus biceps femoris, weitaus den gréBten das Herz aut- 
weist. Die Werte fiir den weiBen Muskel schwanken zwischen 
etwa 0,036 °/, in Versuch 61) und 0,062 °/, in den Versuchen | 
und 2, die fiir das Herz dagegen zwischen 0,117 °/,, dem weitaus 
niedrigsten Ergebnis (Versuch 3), und annahernd 0,162°/, in 
Versuch 1. 


Die Werte fiir den roten Musculus semitendinosus (Reihe 2) 
und das ebenfalls dauerhaft arbeitende Zwerchfell liegen 
zwischen denen der weiBen Muskulatur und denen des Herzens. 
Sie sind einander meist recht ahnlich und schwanken zwischen 
etwa 0,07°/, und 0,10°/,. Mit Ausnahme von Versuch 5 findet 
sich im Semitendinosus etwas mehr Cholesterin als im Zwerch- 
fell. In Versuch 4 liegen die Unterschiede des Cholesterin- 
gehalts beider Muskelarten innerhalb der Fehlergrenzen der 
Bestimmung. 

In Reihe 5—8 ist fiir verschiedene Versuche der Trocken- 
gehalt der Muskeln in Prozenten der frischen Substanz an- 
gegeben. 


ere ee en 


1) Untereinanderstehende Zahlen in derselben Rubrik geben das 
Ergebnis von Doppelbestimmungen wieder, die von vornherein getrennt 
verarbeitet wurden. 
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Aus den Bemerkungen zu den Versuchen 2 und 8 ersieht 
man, daB die Digitoninmethode, wie bereits oben angegeben 
wurde, etwas héhere Werte als die colorimetrische lieferte. 

Das wesentliche Ergebnis der in der Tabelle aufgefiihrten 
Versuche ist also, daB der Cholesteringehalt von Muskeln ver- 
schiedener Dauerleistungsfahigkeit in charakteristischer Weise 
verschieden ist: 

Zu je andauernderer Arbeit ein Kaninchenmuske] 
befahigt ist, um so mehr Cholesterin ist in ihm ent- 
halten, und — wie man sieht — sind diese Unterschiede 
im Cholesteringehalt sehr betrichtliche, derart, dab 
das besonders ausdauernd arbeitende Herz etwa das 
2—3fache der im leicht ermiidbaren weiBen Muskc! 
gefundenen Cholesterinmenge enthilt. 

Ks gehen also fiir die verschiedenen Muskel- 
arten des Kaninchens Dauerleistungsfaihigkeit, Rest- 
phosphorsauregehalt und Cholesteringehalt einander 
parallel. 





Den Ausgangspunkt unserer Untersuchungen bildete dic 
Vorstellung, da8 der Restphosphorsiiuregehalt eines Muskels 
der Ausdruck seines Reichtums an membranartigen Grenz- 
schichten wire. Mit dieser Vorstellung stimmt der Befund, 
daB das Cholesterin sich in einem quergestreiften Muskel in 
um so reichlicherer Menge findet, je mehr Restphosphorsiiure 
in ihm enthalten ist, ausgezeichnet iiberein. 

Es ergibt sich also, daB zu andauernder Arbeitsleistung 
befahigte Muskeln durch hohen Restphosphorsauregehalt und 
hohen Cholesteringehalt gekennzeichnet sind, und es wird durch 
unsere Ergebnisse im Zusammenhalt mit friiheren aus dem 
hiesigen Institut verdffentlichten Untersuchungen sehr wahr- 
scheinlich, daB der hohe Restphosphorsiuregehalt sowohl wie 
der hohe Cholesteringehalt der unmittelbare Ausdruck des 
Reichtums an jenen Grenzschichten sind, deren plétzliche 
Permeabilitiitssteigerung nach friiher von uns geaiuBerten Vor- 
stellungen eine notwendige Voraussetzung fiir das Zustande- 
kommen der Muskelkontraktion ist. 

Worin bestehen nun aber im anatomischen Sinne diese 
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{ Grenzschichten? Absichtlich wurde in den bisherigen Ver- A, 

éffentlichungen die Erérterung dieser Frage vermieden. i i 
Angesichts der Tatsache, daB die Dauerleistungsfahigkeit ‘ 

1 des Muskels ganz offenbar abhingig ist von seinem Reichtum 1a 

: an Restphosphorsiure’), an Cholesterin (siehe die ti 
: oben mitgeteilten Versuchsergebnisse) an membranartig 4 
wirkenden Grenzschichten’) und, wie man lingst weiB, an 4 
Sarkoplasma, hegt es gewiB sehr nahe, als diese ,,membran- + 


- artigen Grenzschichten“ eben das Sarkoplasma an- 
¢ zusehen. 


} Anatomisch wire also das Sarkoplasma durch einen i 
S besonders hohen Gehalt an Restphosphorsiure und an 
| Cholesterin ausgezeichnet, ja es scheint im wesentlichen der : 


Trager dieser Substanzen zu sein, physiologisch wiirden wir 
in ihm jene Grenzschichten zu erblicken haben, deren 
. yuellungsartige, mit Permeabilititssteigerung einhergehende Ver- : 
r iinderung unter dem Hinflu8 der intrafibrilliren Saurebildung : a 
auf einem einstweilen noch unaufgeklarten Wege die Kontraktion 2 
der Fibrillen herbeifithrt. ' 


Zusammenfassung. 
Das wesentliche Ergebnis der vorliegenden Untersuchung ist: 





3. Die aus unseren Versuchen und vorangehenden Arbeiten 
sezogenen theoretischen Schlu8folgerungen sollen hier nicht 
noch einmal wiederholt werden. 


; 1. Der weiBe Musculus biceps femoris des Kaninchens 1 
e hat mit etwa 0,04—0,06 °/, einen wesentlich geringeren Chole- i. 
steringehalt als der rote Musculus semitendinosus und das ; 
- Zwerchfell (0,07—0,10 °/,), die beiden letzteren Muskeln haben 
3 einen wesentlich geringeren als das Herz (0,12—0,16 °/,). : 
h 2. Je groBer die Dauerleistungsfihigkeit eines Kaninchen- ' : | 
‘ muskels ist, um so gréBer ist also sein Gehalt an Cholesterin. Hil 
a" Kin ganz *entsprechendes Verhalten wurde bereits friiher fiir a4 
, die Restphosphorsaurefraktion gezeigt. 1 


2 Be E see ne 
7” 


1) Embden, G. u. Adler, E., Diese Zs. Bd. 113, §. 201; Pana- 
jotakos, P., ebenda S. 245; Lyding, a. a. O. 8. 223 (1921). 
*) Behrendt, H., Diese Zs. Bd. 118, 5. 123 (1922). 
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Weitere Untersuchungen iiber den Cholesteringehalt 
verschiedenartiger Muskeln. 


Von 
Heinz Lawaezeck. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitit Frankfuri.) 
(Ausgefihrt mit Mitteln der Manfred Bernhard Schiff-Stiftung.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1922.) 


In der vorangehenden Arbeit von Embden und mir’ 


wurde gezeigt, daB Kaninchenmuskeln von verschiedener Dauer- 
leistungsfabhigkeit einen verschiedenen Cholesteringehalt  be- 
sitzen, derart, daB die Cholesterinmenge im leicht ermiidbaren 
weiBen Muskel weitaus am geringsten, in dem zu gréBter 
Dauerleistung befihigten Herzen am gréBten ist. Der rote 
Musculus semitendinosus steht sowohl hinsichtlich seiner Dauer- 
leistungsfahigkeit wie auch seines Cholesteringehalts zwischen 
den beiden eben erwaihnten Muskeln. 


Schon friiher’) war dargetan worden, daB der Dauer- 


leistungsfahigkeit eines Muskels sein Restphosphorsiuregehalt 
parallel geht, und seit langer Zeit ist bekannt, daB zu an- 
dauernder Arbeit befihigte Muskeln einen gréBeren Sarko- 
plasmagehalt als schnell ermiidbare besitzen. 


Auf Grund der eben erwahnten 'latsachen kamen Embden 


und ich zu dem Schlu8, da8 Restphosphorsaure- und Cholesterin- 
gehalt eines Muskels Ausdruck fiir seinen Reichtum an Sarko- 
plasma sind, und ferner suchten wir wahrscheinlich zu machen, 
daB das Sarkoplasma mit jenen Grenzschichten identisch sei, 





1 Embden u. H. Lawaezeck, Diese Zs. Bd. 125, 8. 199 (1923). 
2) Literatur hieritiber bei Embden u. Lawaczeck, a. a. O. 
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deren quellungsartige, mit Permeabilitiitssteigerung einher- 
gehende Verinderung im Kontraktionsaugenblicke ein wesent- 
liches Glied in der Kette der zur Muskelkontraktion fiihrenden 
Vorginge bildet. 


Angesichts der weitgehenden SchluBfolgerungen, die aus 
dem an verschiedenen Kaninchenmuskeln beobachteten Paralle- 
lismus zwischen Sarkoplasma-, Restphosphorsiure- und Choleste- 
ringehalt gezogen wurden, erschien es als sehr erwiinscht, die 
Untersuchungen auch auf Muskeln anderer Tierarten aus- 
zudehnen. 


Solche vergleichenden Bestimmungen des Cholesteringehalts 
habe ich in der vorliegenden Arbeit an mehreren Muskeln von 
Haihnen angestellt. Ferner wurde der Cholesteringehalt der 
Muskulatur von Fréschen und Kréten verglichen. Die Auswahl 
gerade dieses Materials lag deswegen nahe, weil fiir die genannten 
Muskelarten charakteristische Unterschiede in der Leistungs- 
fahigkeit und damit parallel gehende im Restphosphorsiure- 
gehalt bereits bekannt sind.?) 


Vor kurzem hat Behrendt”) in einer aus dem hiesigen 
Institut veréffentlichten Arbeit den Nachweis zu fiihren ge- 
sucht, daB die Verschiedenheiten im funktionellen Verhalten 
des Gastrocnemius und des Semimembranosus von Fréschen 
durch eine verschiedene Beschaffenheit der Muskelfasergrenz- 
schichten verursacht sind. Nach ihm werden die Befihigung 
des Musculus semimembranosus zu rascherer Kontraktion sowie 
auch der gréBere Wirkungsgrad, mit dem dieser Muskel arbeitet, 
ebenso aber auch seine leichtere Ermiidbarkeit durch eine 
zartere (weniger dicke) Beschafienheit der Muskelfasergrenz- 
schichten bedingt. 


Dementsprechend konnte er auch, einen — allerdings nicht 
betriichtlichen — Mindergehalt des Semimembranosus an Rest- 
phosphorsiure gegeniiber dem Gastrocnemius feststellen. 


Ich habe daher auch die Frage, ob der Semimembranosus 





') G. Lyding, Diese Zs. Bd. 113, S. 223 (1921); P. Panajotakos, 
ebenda, S. 245. 
*) H. Behrendt, Diese Zs. Bd. 118, S. 123 (1922). 
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entsprechend diesem geringeren Restphosphorsiuregehalt eine 
kleinere Cholesterinmenge als der Gastrocnemius aufweist, der 
Priifung unterzogen. 


Methodik. 


Die Methodik der Cholesterinbestimmnng war ganz die 
in der voranstehenden Arbeit geschilderte; fast immer wandte 
ich das colorimetrische Verfahren an, nur in einzelnen Frosch- 
versuchen kam die Digitoninmethode zur Durchfiihrung. 

In den Versuchen am Hahn bestimmte ich auch die Rest- 
phosphorsiure, deren Betrag fiir diese Tierart an zwei der 
verwandten Muskeln (groBer weiBer Brustmuskel und ein be- 
stimmter roter Oberschenkelmuskel) schon durch die Unter. 
suchung von Lyding') bekannt war. 


Versuchsergebnisse. 


Ich schildere zunichst die am Hahn in 2 Versuchen ge- 
wonnenen Ergebnisse. 

In Reihe 1 der Tabelle I ist der Prozentgehalt verschiedener 
Muskeln an anorganischer Phosphorsiure nach 2stiindigem 


Stehen der zerkleinerten Muskulatur bei 45°, berechnet aut 


die frische Muskelsubstanz, angegeben. Aus Reihe 2 ist 
der Gehalt an gesamter léslicher Phosphorsiure, aus Reihe 3 
der Gesamtphosphorsiiuregehalt des Muskels ersichtlich. In 
Reihe 6 ist die gesamte Restphosphorsiure als Differenz der 
Reihen 3 und 1 berechnet. Aus den Reihen 4 und 5 geht der 
lésliche und unldésliche Anteil dieser Restphosphorsiure hervor, 
wihrend aus Reihe 7 der Cholesteringehalt, aus Reihe 8 die 
Menge der Trockensubstanz ersichtlich sind. 

Kin Vergleich der Reihen 6 und 7 zeigt ohne weiteres, 
daB der weiBe Brustmuskel in beiden Versuchen weitaus den 
geringsten Restphosphorsiiuregehalt und ebenso den niedrigsten 
Cholesteringehalt besitzt, wihrend fir das Herz, fiir welches 
sich im ersten Versuche nur der unldsliche Anteil der Rest- 
phosphorsaure berechnen laBt, die héchsten Restphosphorsiiure- 
und Cholesterinwerte gefunden wurden. 


') G. Lyding, a.a. 0. 
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Tabelle II, Frosch. 
bes | 2 i 3 4 
- Cholesteringebalt 
Nr. Datum ey ek cine aes 
| Semi- 
Gastro- membra- Hers Methode 
cnemius| 
; hosus | 
0} 0; } 0} 
See oe sid so | ee 
3 119. 10. 21 | o,0447 0 a 0,1494 Colorim. 
4 126. 10. 21] 0,0437 | 0,0389 |0,1469 - 
0,0394 | 0,0387 ” 
5 | 2. 11.21) 0,0439 | 0,0446 | 0,1512 
0,0432 | 0,0417 | ‘ 
6 | 9.12.21] 0,0608 | 0,0496 | . 
0,0611 | 0,0521 | 
7 113. 12. 2110,0509 | 0,0448 | . 
0,0491  0,0456 | 
7 ao. | 
8 | 16. 12- 21] 0,0542 | (),0486 | - 
| 
0,0513 | 0,0487 | “ 
9 } 22. 12. 21 | 0,0485 ‘ 
0,0468 } "9 
0,0498  0,0459 | Digitonin 
10 30. 12. 21] 0,0484 | 0,0478 | ‘5 
cn sadhiiilclabal l ~ = - 
11 | 3. 1. 22]0,0451 | 0,0360 i 
- — — i setinepetnseiennnieens 
12 }28. 1. 2210,0541 | 0,0513 | Colorim 
138 }11. 2. 22] 0,0510 0,0468 | ‘. 
14.123, 2, 22]/0,0574  0,0608 ‘ 
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4 bayr. Frésche. 
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Der rote Schenkelmuskel des Hahns ordnet sich in bezug 
me auf seinen Restphosphorsiiure- und Cholesteringehalt zwischen 
die weiBe Muskulatur und das Herz in derselben Weise ein, 
wie der Semitendinosus des Kaninchens. : 
In ihrer Gesamtheit fiihren also die am Hahn vor- ‘ } 
genommenen Restphosphorsiure- und Cholesterinbestimmungen | 
zu dem gleichen Ergebnis wie die in der voranstehenden 
Arbeit an Kaninchen ausgefiihrten Untersuchungen, das heiBt, 
auch hier gehen Dauerleistungsfihigkeit, Restphosphorsiure- 
und Cholesteringehalt der Muskeln einander parallel. 





he Wihrend in den eben besprochenen Versuchen am Hahn 

se die Unterschiede im Cholesteringehalt funktionell verschiedener : 
Muskeln sehr betriichtlich sind, kommt man bei der vergleichen- be 
den Untersuchung verschiedener Froschmuskeln nicht iberall a4 


zu gleich deutlichen Differenzen. In Tabelle II sind 12 Ver- ; 
suche zusammengestellt, in denen der Cholesteringebalt des bi 
Gastrocnemius und des Semimembranosus bestimmt wurden. : 
Dreimal (Versuche 3—5) gelangte auch das Herz zur Unter- 
suchung, das durch Austupfen mit Filtrierpapier sorgfiltig von 
Blut befreit worden war. 

Ohne weiteres sieht man bei einem Vergleiche der Reihe 3 
mit den Reihen 1 und 2 der Tabelle II, daB das Froschherz 
einen weitaus héheren Cholesteringehalt als die beiden unter- 
suchten Skelettmuskeln besitzt. Der Cholesteringehalt des 
Herzens schwankt in den drei Versuchen nur zwischen 0,147 °/, j 
und 0,151°/,. Freilich entstammter die in den verschiedenen a 
Versuchen verwandten Herzen ein und derselben Froschsendung. 

Der erste Versuch wurde bald nach dem Eintreffen, der 
zweite 7, der dritte 14 Tage spiater angestellt. | 

Sicherlich gilt also auch fiir den Frosch die Tatsache, 
daB der zu gréBter Vauerleistung befaihigte quergestreifte 
Muskel den héchsten Cholesteringehalt besitzt. 

Wenden wir uns nunmehr der vergleichenden Betrachtung 


n- der Reihen | und 2 zu, in denen die Cholesterinwerte fir den ; 
he Gastrocnemius und den Semimembrauosus angegeben sind, so ‘ 
)°) . ies ‘ i 
“s sehen wir fast iiberall nur recht geringfiigige Unterschiede. ' 


co eae eee een eeee h Sg ge es ea rea ag ee 


i: ra 
Nee oe PS 
= et pe renagee 


Die untereinander stehenden Zahlen der gleichen Versuchs- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXY, 15 ‘ 
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nummer sind das Ergebnis von Mehrfachbestimmungen, die 
von vornherein getrennt verarbeitet wurden. GrdéBtenteils ist 
die Ubereinstimmung derselben eine recht befriedigende. 

In zehn von den zwélf Versuchen sind die fiir den Gastro- 
cnemius ermittelten Werte héher als die am Semimembranosus 
gefundenen, wenngleich die Unterschiede zum Teil nur sehr 
geringfiigig und an sich innerhalb der Fehlergrenzen der Be- 
stimmung gelegen sind, z. B. in der II. Doppelbestimmung des 
Versuches 4 und im Versuch 10. In anderen Versuchen sind 
die Differenzen immerhin so erheblich, daB an dem _ hoheren 
Cholesteringehalt des Gastrocnemius kein Zweifel sein kann 
(z. B. Versuche 6, 7, 8, 11 (Digitoninmethode) und 13). 

Zweimal wurde ein hodherer Cholesterinwert im Semi- 
membranosus gefunden, nimlich in der ersten der beiden Be- 
stimmungen des Versuches 5, in der der Unterschied zugunsten 
des Semimembranosus freilich ein ganz _ geringfiigiger ist 
(0,0446°/, gegen 0,0439°/,), wihrend die zweite Bestimmung 
einen geringen Mehrgehalt des Gastrocnemius ergab, und im 
Versuch 14. (Cholesteringehalt des Semimembranosus 0,0608°,, 
des Gastrocnemius 0,0574°/,). 

Angesichts der weitaus iiberwiegenden Anzahl der Ver- 
suche, die einen hdheren Cholesteringehalt des Gastrocnemius 
ergaben, méchte ich bestimmt glauben, daB die beiden entgegen- 
stehenden Ergebnisse auf Mangel der Methodik zuriickzutiihren 
sind, um so mehr als die drei mittels des Digitoninverfahrens 
angestellten Versuche (Versuch 9, ILI. Bestimmung, 10 und 11) 
iibereinstimmend einen héheren Gehalt des Gastrocnemius er- 
gaben. 

. Wenn die Unterschiede zum Teil nur unbetrichtlich sind, 
so entspricht das ganz den friher von Behrendt?) beziiglich 
des Restphosphorsauregehalts gemachten Erfahrungen. 

In friiheren Untersuchungen wurde gezeigt, daB bei lin- 
gerer Aufbewahrung von Fréschen im Laboratorium, namentlich 
bei héherer Temperatur, eine Minderung des Restphosphor- 
siuregehaltes eintritt.2) Im Gegensatze hierzu kam es unter 


1) Behrendt, a.a. O., Tabelle I, Versuche 18—23, S. 130. 
*) E. Adler u. L. Giinzburg, Diese Zs. Bd. 113, S. 187 (1921). 
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Lie den gleichen Umstinden zu keiner Verminderung des prozen- 
ist tualen Cholesteringehaltes, wie aus einem Vergleich der Ver- 
suche 3—5 sowie 12—14 hervorgeht. 
r0- Entsprechend dem verschiedenen biologischen Verhalten fr. 
us yon Frosch und Kroéte, von denen der erstere in raschem } 
hr Sprunge seine Beute fangt, um dann lange Zeit ruhig zu ver- i 
3e- harren, wihrend dic letztere in andauernder Bewegung ihre ah 
les Nahrung sucht, konnte in friiheren Untersuchungen ') festgestellt 
nd werden, das die Kréte einen héheren Restphosphorsiuregehalt 
en besitzt als der Frosch. Véllig dem entsprechend ist auch der 
nn Cholesteringehalt der Krétenmuskulatur ein wesentlich héherer 
als der der Froschmuskulatur. Fiir die Skelettmuskeln — es 
i- — | 
Tabelle III, Krote. r 
se. 
en Cholesteringehalt i 
ist ae | 
Ir. s er Hinter- | im 
ng N1 Datum schenkel- | Horsen Bemerkungen 
im muskulatur | 
fF */o | A 
gr B, it | *m in Ge- 
15 119. 10,1921 | 00,0707 -apasimadinwn-iuaa hailed 
el’ fangenschaft. 
3 kleinere Kroéten, frisck 
a i6 | 29. 10. 1921 0,0954 | pone 
> | gefangen. 
en | 0,2169  |- 
2 kleinere Kréten, frisch 
ns 17 | 29. 10. 1921 0,0963 | | 2a —— 
gefangen. 
1) Eocene 
1 mittelgrobe #4) 
r- IS | 31. 8, 1922 7 big 1 
. , a9 0,008% 1 kleine Krote. Hi a) 
—<F > 0,2361* ; ? i 
id, i9 | 31. 8. 1922 0,0655 ) 1 mittelgroBe Kréte. a) 
ch 20 | 31. 8. 1922 0,1110 |) 2 sehr kleine Kréten. i 
21 | 3. 9. 1922 0,0962 | 1 mittelgroBe Krate. ‘ 
ch ee 0.0971 | 1 mittelgroBe Kréte, sehr t 
oo ad oo. ov. at nl Ve é } A p if 
. | dekrepide. ht 
)Y'- oe 
er — ai 
') P. Panajatakos, a.a. QO. : i i 
*) AuBer den 5 Herzen der in den Versuchen 18—20 verwandten f i | 
1). Kréten noch zwei weitere Krétenherzen. Hi 


15* 





ice Si tne 
Pe age ye 
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wurden die der Hinterschenkel verarbeitet — geht der héhere 
Cholesteringehalt aus Reihe 1 der Tabelle III hervor. 

Der niedrigste Cholesteringehalt im Versuch 19 (0,0655°, ) 
iibertrifft den héchsten am Froschgastrocnemius mit 0,061° 
(Versuch 6, Tabelle IT) merklich, und die in den iibrigen Kroten- 
muskeln gefundenen Zahlen sind noch weit hoher. 

Vielleicht ist es im Hinblick auf eine nachfolgende Arbeit 
von K. Hotta nicht unwichtig, daB der héchste im Versuch 2( 
ermittelte Wert (0,1110°/,) an zwei noch jungen Tieren ge- 
funden wurde. 

Im iibrigen waren die verwendeten ‘Tiere teils frisch ge- 
fangen, teils lingere Zeit im Laboratorium aufbewahrt. Das 
Letzere gilt namentlich fiir die Versuche 15 und 22. Kin 
Absinken des Cholesterins in der Gefangenschaft ]aBt sich offen- 
har auch bei der Kréte nicht nachweisen. 

In zwei Fallen — an dem von den Versuchen 16 und 17, 
sowie an dem von den Versuchen 18—20 stammenden Material — 
wurde auch der Cholesteringehalt von Krétenherzen bestimmt. 
In dem ersteren wurden fiinf, in dem letzteren sieben Herzen 
verarbeitet. Die gefundenen Werte (0,217°/, bzw. 0,236°/,) 
sind wesentlich héher als die fiir das Froschherz ermittelten. 
Vielleicht hiingt das damit zusammen, daB wohl an das Herz 
der Kréte entsprechend der andauernderen ‘Titigkeit ihrer 
Skelettmuskulatur gréfere Anforderungen gestellt werden ais 
an das Froschherz. 


Zusammenfassune. 


Im Ganzen ergibt sich aus meinen Untersuchungen eine 
Bestatigung der in der vorangehenden Arbeit von Embden 
und mir an verschiedenen Kaninchenmuskeln erhobenen Be- 
funde fiir mehrere andere Tierarten. 

Im Einzelnen konnte ich folgendes feststellen: 1. Der 
leicht ermiidbare weife Brustmuskel des Hahns enthalt weniger 
Sholesterin als ein schwerer ermiidbarer roter Oberschenkel- 
muskel, dieser wiederum geringere Cholesterinmengen als dis 
besonders ausdauernde Herz. 

Ganz entsprechend verhalt sich nach friiheren Versuchen 


































Weitere Untersuchungen iiber den Cholesteringehalt usw. 219 





Pre Lydings und nach meinen eigenen die Restphosphorsiure- 
| fraktion in den drei genannten Muskeln. 

me) 2. Der zu gréSerer Dauerleistung befahigte Gastrocnemius 

gf ' des Frosches enthilt mehr Cholesterin als der leichter ermiid- 

n- ' hare Semimembranosus. Die Unterschiede sind freilich ebenso 
wie die friiher von Behrendt festgestellten gleichsinnigen 

eit | Jhfferenzen im Restphosphorsiuregehalt nur gering. 

2() 3. Kbenso wie durch wesentlich héheren Restphosphor- 

re. '  saduregehalt ist die schwerer ermiidbare Krétenmuskulatur auch 
durch betriichtlich héheren Cholesteringehalt vor der leichter 

x0 ermidbaren Froschmuskulatur ausgezeichnet. 

as | Der Parallelismus zwischen Dauerleistungsfihig- 

ny keit und Sarkoplasmagehalt, Restphosphorsiure- und 

N- ' Cholesterinmenge konnte also bei simtlichen bisher 


untersuchten Tierarten bestatigt werden. 








Uber chemische Unterschiede zwischen Skelettmuskeln 
des Kalbes und des Rindes. 
Von 
Kazuo Hotta. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1922. 


In friither veréffentlichten Untersuchungen wurden ver- 
schiedene charakteristische chemische Unterschiede zwischen 
den rasch arbeitenden und leicht ermiidbaren weifen und der 
langsam sich kontrahierenden, dafiir aber zu groBer Dauer- 
leistung befahigten roten Muskulatur festgestellt. 

Sowohl bei Kaninchen') wie auch bei Hiihnern’) zeigte 
sich, daB die weiBe Muskulatur durch einen héheren Gehalt 
an Lactacidogen, die rote durch einen gréBeren Reichtum an 
,,Restphosphorsiiure“ ausgezeichnet ist. 

In jiingster Zeit wurde von Embden und Lawaczeck‘ 
dargetan, daB beim Kaninchen zwischen Muskeln verschiedencr 
Kontraktionsgeschwindigkeit und verschiedener Dauerleistungs- 
fahigkeit auch charakteristische Unterschiede im Cholesterin- 
gehalt bestehen; es ergab sich nimlich, daB mit steigender 
Fahigkeit der Muskeln zu andauernder Arbeitsleistung nicht 
nur der Restphosphorsiuregehalt, sondern auch der Cholesterin- 
eehalt zunimmt: 

Der weiBe Musculus biceps femoris des Kaninchens wies 
von den untersuchten Muskeln den geringsten Restphosphor- 


') G. Embden u. E. Adler, Diese Zs. Bd. 113, 8. 201 (1921). 
*) G. Ly ding, Diese Zs. Bd. 113, S. 223 (1921). 
*) G. Embden u. H. Lawaczeck, Diese Zs. Bd. 125, 8. 199 (1923), 
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siuregehalt und Cholesteringehalt auf, der Herzmuskel den 
ord Bten. 

Ganz entsprechende Unterschiede stellten sich in voran- 
eehenden Untersuchungen Lawaczecks auch bei vergleichenden 
Untersuchungen des weifen, groBen Brustmuskels und der roten 
Schenkelmuskulatur des Hahnes heraus, und ebenso wie sich 
in einer friiheren Arbeit vou Panajotakos’) gezeigt hatte, 
daB die Krétenmuskulatur entsprechend dem biologischen Ver- 
halten dieses Tieres, das im Gegensatze zum Frosch in an- 
dauernder Bewegung seine Nahrung sucht, einen weit hoheren 
Restphosphorsiiuregehalt als die des Frosches zeigt, ergab sich 
fir die Kréte auch ein ganz wesentlich héherer Cholesterin- 
gehalt.”) 

SchlieBlich ergaben die Gastrocnemien von Fréschen, die 
nach Biirkers*) Untersuchungen sich langsamer als der Semi- 
membranosus kontrahieren, aber schwerer als der letztere 
Muskel ermiiden, entsprechend ihrem um ein Geringes héheren 
Restphosphorsaiuregehalt anscheinend auch einen — freilich 
geringfiigigen — Mehrgehalt an Cholesterin.?) 

Sicherlich ergibt sich aus den oben erwihnten Unter- 
suchungen, daB sich entsprechend der verschiedenen Leistungs- 
fihigkeit verschiedener Muskeln ein und derselben Tierart 
charakteristische Unterschiede ihres Restphosphorsiure- und 
Cholesteringehaltes feststellen lassen. 

In den meisten der besprochenen Fille sind bekanntlich 
zwischen Muskeln verschiedener Dauerleistungsfaihigkeit auch 
charakteristische Unterschiede in der Firbung vorhanden, 
derart, daB schwer ermiidbare Muskeln durch einen gréBeren 
Reichtum an dem himoglobinartigen roten Muskelfarbstoff aus- 
gezeichnet sind. 

Gehen nun unter allen Umstinden Dauerleistungsfahigkeit, 
Rotfirbung, Restphosphorsiure- und Cholesteringehalt von 
Muskeln ein und derselben Tierart einander parallel oder gibt 





1) P. Panajotakos, Diese Zs. Bd. 113, S. 245 (1921). 

*) H. Lawaezeck, Diese Zs. Bd. 125, 8. 210 (1923). 

8) K. Biirkers, Pfliigers Arch. Bd. 116, S. 77 (1907); Bd. 174, 
S. 182 (1919) u. S. 320. 
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es auch biologische Bedingungen, unter denen das nicht der 
Fall ist? 

Zur Entscheidung dieser Frage habe ich ein und den- 
selben Muskel von Rindern verschiedenen Lebensalters unter- 
sucht. 

Die Muskulatur des Kalbes unterscheidet sich von der 
des ausgewachsenen Rindes durch eine weit hellere Farbung. 
Wenn sich Unterschiede in der Dauerleistungsfihigkeit beider 
Muskelarten finden, so diirften diese wohl zugunsten des 
ausgewachsenen Rindes vorhanden sein, dessen Bewegungen 
auBerdem triger, als die des Kalbes sind. 

Von vornherein erschien es also denkbar, daB sich chemisch 
die Kalbsmuskulatur zu der des Rindes etwa wie ein weiber 
Kaninchenmuskel zu einem roten verhilt. 

Ich habe auf Veranlassung von Herrn Professor Embden 
diese Frage einer experimentellen Beantwortung unterzogen. 
Als Material zu den vergleichenden Untersuchungen diente mir 
der Musculus biceps des Kalbes und des Rindes. Beide 
Muskeln lassen sich ziemlich rasch nach der Schlachtung der 
Tiere gewinnen, freilich nicht so rasch, daB eine vor der 
chemischen Verarbeitung erfolgende postmortale Lactacidogen- 
spaltung mit Sicherheit auszuschlieBen wire. 

Im AnschiuB an friiher veréffentlichte Arbeiten aus dem 
hiesigen Institut erstreckten sich meine vergleichenden Unter- 
suchungen auf die verschiedenen Phosphorsiiurefraktionen. In 
bekannter Weise wurde der Betrag der zu Beginn des Ver- 
suches vorhandenen freien Phosphorsiure bestimmt, ferner die 
anorganische Phosphorsiiure nach zweistiindigem Stehen des 
Muskelbreies bei 45° unter Zusatz von Natriumbicarbonatlésung. 
Aus der Differenz beider Werte wurde der Gehalt an Lact- 
acidogenphosphorsiure berechnet. 

Daf diese Lactacidogenwerte angesichts der Unmdglichkeit 
sofortiger Verarbeitung der Muskulatur nach dem Tode des 
Tieres méglicherweise zu niedrig gefunden werden muBten, 
geht aus oben Gesagtem ohne weiteres hervor. 

Die Restphosphorsiurewerte wurden wie immer als Differenz 
der Gesamtphosphorsiure des Muskels und der nach zwei- 
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stiindigem Stehen des Muskelbreies vorhandenen anorganischen 
Phosphorsiure berechnet, und — ebenso wie in zahlreichen 
friheren Untersuchungen — in losliche Restphosphorsaure 
(Differenz der von vornherein vorhandenen gesamten, im 
Schenckfiltrat Jéslichen Phosphorsiure und der nach zwei- 
stiindigem Stehen des Muskelbreies vorgefundenen anorga- 
nischen Phosphorsiure) und unlésliche Phosphorsiure {Diffe- 
renz der Gesamtphosphorsiiure des Muskels und der von 
vornherein vorhandenen gesamten léslichen Phosphorsiure) 
unterschieden. 

AuBerdem wurden der Trockengehalt, der Gesamtstickstoff- 
eehalt und ferner vor allem auch der Cholesteringehalt der 
Muskeln bestimmt. 


Methodik. 


Um eine weitgehende Spaltung des Lactacidogens bei den 
Versuchen, in denen ich auf Schlachthausmaterial angewiesen 
war, zu vermeiden, wurden die méoglichst rasch gewonnenen 
Muskeln unmittelbar nach ihrer Entnahme in Dewarsche 
GefaBe, die mit fliissiger Luft gefiillt waren, versenkt und so 
ins Institut gebracht. Von der Schlachtung der Tiere bis zum 
Verbringen in filiissige Luft vergingen in der Regel 5 bis 
15 Minuten. Natiirlich wurde dafiir gesorgt, daB die zu unter- 
suchenden Muskeln frei von sehnigen Elementen und von sicht- 
barem Fett waren. 

Die Zerkleinerung der Muskulatur durch ZerstoBen in 
fliissiger Luft und die Wagung der fiir die Feststellung der 
sofort vorhandenen anorganischen Phosphorsiuremenge be- 
stimmten Muskelanteile in kochsalzgesittigter, stark gekihlter 
Salzsiurelésung geschah ganz in der friiher von Lyding?) 
beschriebenen Weise. 

Andere Anteile des Muskelpulvers wurden zu den iibrigen 
obengenannten Bestimmungen benutzt. 

Stets wurde die Phosphorsiiure in bekannter Weise als 
Strychnin Phosphormolybdat gewogen. 





1) G. Lyding, Diese Zs. Bd. 113, S. 226 (1921). 
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ad. «ad. de ° II 21 881 ¢ - a a . = ’ t 0,4401 0,4606 2 
: i ,38 | 3,15 | 0,0888 | 0,0848 | 0,2125 | 0,4167 | 0,4538 | 0,4829 ert pigtelitel asrnclnd picepiel bagabahee 
y re . ? 9 =U 9 10a , 6+ 7Q ’ 
une echts | 121,28] 2,95 | 0,0488 | 0,0515 | 0 3478 | 0,2011 | 0,0371 | 0,1940 | 0,231 
12. XII. 1921] ya baie bon pened ye 5 | 0,3048 | 0,4420 | 0,5124 | 0,5282 | 0,5748 | 0,187 
\ ‘i ? P) ’ 482 0,0511 0,3008 0,4449 0.5111 | 0.592% a ‘ 0,1372 0,0704 0,0624 0.1328 
re af 5225 | 0,5798 om Sia 
vil ee I 20,83 | 3,12 | 0,0860 | 0,0882 | 0: 5798 | 0,1446 | 0,0662 | 0,0687 | 0,1349 
~ 19. XII.1921] «: Ie Ae ,0882 | 0,3026 | 0,4187 | 0,5131 | 0,532 
Q (biceps) 20,73 | 3,07 | 0,0856 | 0,0877 | 0,2995 gree gto 0,5323 | 0,6718 | 0,1161 | 0,0944 | 0,1547 | 0,253 
7 reel 8 eieais ? e 92 0 526 0 ~ }** 3600 
ai Rind | £24:59| 8,10 | 0,0488 | 0,0520 | 0,2482 | 0,3914 slid ccd Seidel adie lies Geakl 
OE USS FT (bie IT 21,45} 2.99 ) 20 | 0,2482 | 0,3914 | 0.4736 | 0,4935 | 0,57 ¢ 
(biceps) ) 99 | 0,0482 | 0,0508 | 0,2460 | 0,3932 | 0,4786 | 0,4942 gees O 1478 0,0822 | 0,0972 | 0,1694 
od 9684 | 0.1472 | 0.0854 | 0.0898 | 0.1752 
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Die Trockenbestimmungen und die Bestimmungen des 
Stickstoffs nach Kjeldahl wurden fast stets doppelt aus- 
«efiihrt, die colorimetrischen Cholesterinbestimmungen genau 
in der von Embden und Lawaczeck!) geschilderten Weise. 
In 7 von 8 Versuchen fiihrte ich die Cholesterinbestimmung 


auch nach der Digitoninmethode — ebenfalls in von vorn- 
herein getrennten Doppelanalysen — aus. 
Ergebnisse. 


Die Ergebnisse meiner simtlichen Versuche sind in der 
Tabelle, S. 224, zusammengestellt, die die Versuche in der 
Reihenfolge, in der sie ausgefiihrt wurden, enthilt. 

Ich beginne mit der Besprechung der verschiedenen 
Phosphorsiiurefraktionen. In Reihe 5 ist die Menge der an- 
organischen Phosphorsiure in Prozenten der frischen Muskulatur 
angegeben. Die untereinander stehenden Zahlen in der gleichen 
Rubrik sind, wie iiberall in der Tabelle, die Ergebnisse von 
Doppelbestimmungen, 

Die Menge der von vornherein vorhandenen anorganischen 
Phosphorsiiure (Reihe 5) schwankt zwischen etwa 0,21°/, der 
frischen Muskulatur (Versuch 5) und 0,30°/, in den Versuchen 6 
und 7, wobei sich charakteristische Unterschiede zwischen dem 
Biceps des Kalbes und Rindes nicht ergeben. Nochmals sei 
ausdriicklich darauf hingewiesen, da8B die Zahlen dieser Rubrik 
infolge der unter den gegebenen Umstiinden nicht mit Sicher- 
heit vermeidbaren postmortalen Lactacidogenspaltung wahr- 
scheinlich zu hoch sind. 

Die nach zweistiindigem Stehen des Muskelbreis unter 
sicarbonatzusatz ermittelte Menge anorganischer Phosphor- 
siiure (Reihe 6) liegt zwischen etwa 0,35°/, in Versuch 3 
und 0,44°/, in Versuch 6. Auch hier sind charakteristische 
Differenzen zwischen Kalb und Rind nicht zu bemerken. 

Das gleiche gilt auch fiir die wahrscheinlich zu niedrigen 
Lactacidogenphosphorsaiurewerte in Kolonne 10, die zwischen 
0,129), (Versuch 7) und 0,20°/, (Versuch 5) gelegen sind. 





') G. Embden u. H. Lawaezeck, a.a.0., Bd. 125, 8. 199 (1923). 
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Sehr charakteristische Unterschiede finden sich dagegen 
im Gesamtphosphorsiuregehalt der Muskulatur von Kalb und 
Rind. In den drei am Biceps des Kalbes ausgefiihrten Ver- 
suchen (Versuche 3, 5 und 7) liegt die Menge der Gesamt- 
phosphorsiiure des Muskels zwischen etwa 0,62°/, (Versuch 3) 
und 0,67°/, (Versuch 7), wiihrend die entsprechenden Werte 
fir den Rinderbiceps (Versuch 4, 6, 8) zwischen ungefihr 
0,56°/, (I. Doppelbestimmung in Versuch 4) und etwa 0,58°), 
(11. Doppelbestimmung in Versuch 6) gelegen sind. 

Dementsprechend ist auch die Menge der gesamten Rest- 
phosphorséure beim Kalbe ganz wesentlich héher als beim 
Rinde (Reihe 13). Die Werte fiir diese Fraktion (gesamte 
organische Phosphorsiure nach Abzug der Lactacidogenphos- 
phorséure) bewegen sich beim Kalbsmuskel zwischen 0,23"), 
II. Doppelbestimmung in Versuch 5) und 0,27°/, (I. Doppel- 
bestimmung in Versuch 3), beim Rinde hingegen legt der 
niedrigste Wert (Versuch 6) bei 0,13°/,, der héchste (I. Doppel- 
bestimmung in Versuch 4) etwas unter 0,18°/,. 

Noch stirker ausgeprigt sind die Unterschiede in dem 
Gehalte beider Muskeln an dem unlislichen Anteil der Rest- 
phosphorsiure. 

Der niedrigste am Kalb gewonnene Wert liegt zwischen 
0,15 und 0,16°/, (I. Doppelbestimmung in Versuch 7), der 
héchste bei iiber 0,22°/, (Versuch 3), wihrend die entsprechenden 
Zahlen fiir das Rind zwischen 0,06°/, (1. Doppelbestimmung 
in Versuch 6) und etwas unter 0,10°/, (1. Doppelbestimmung 
in Versuch 8) schwanken. 

Der Gehalt des Kalbsmuskels an unléslicher Restphosphor- 
siure ist also ungleich héher als der des Rindermuskels. 

Der lésliche Anteil der Restphosphorsiiure ist, wie aus 
einer Betrachtung der Reihe 11 hervorgeht, fiir das Kalb 
und das Rind nicht in ganz charakteristischer Weise ver- 
schieden. 


In zwei von den drei am Kalbe vorgenommenen Unter- 
suchungen (Reihe 11, Versuche 3 und 5) liegt er niedriger, in 
einem (Versuch 7) unwesentlich hiher als die am Rind ge- 
wonnenen Zahlen. 








— 
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In simtlichen Versuchen am Kalbe iiberwiegt die Menge 
der unléslichen Restphosphorsiure weitaus die der ldslichen, 
wihrend die Mengen beider Fraktionen der Restphosphorsiiure 
in siimtlichen Rinderversuchen einander sehr ‘Abnilich sind. 


Ganz entsprechend dem héheren Restphosphorsiiuregehalt 
ist auch der Cholesteringehalt der Kalbsmuskulatur sehr viel 
betraichtlicher als jener des Rindes. Reihe 3 gibt die mit der 
Digitoninmethode, Reihe 4 die an Hand des colorimetrischen 
Verfahrens gewonnenen Zahlen wieder. Wie man sieht, stimmen 
die mit den beiden verschiedenen Methoden gewonnenen Zahlen 
recht gut miteinander iberein. 


Der Cholesteringehalt des Biceps vom Kalbe ist in allen 
Fallen nahezu identisch. Er liegt zwischen 0,08 und 0,09°/,, 
wihrend die Cholesterinwerte fiir den Rinderbiceps simtlich 
dicht bei 0,05°/, gelegen sind. 

Der Gesamtstickstofigehalt des Biceps (Reihe 2) liegt tiberall 
in der Nihe von 3°/, und laBt keine einheitlichen Unterschiede 


iO 
zwischen Kalb und Rind erkennen. 


Der Gehalt an Trockensubstanz ist im allgemeinen beim 
Rinde etwas héher, was ganz friiheren Erfahrungen tiber den 
héheren Wassergehalt jugendlicher Individuen entspricht; wenn 
die Unterschiede nicht erheblich und nicht ganz konstant sind, 
so liegt das sicher daran, daB die verwendeten Kalber schlacht- 
reife Tiere von einigen Wochen waren. 


Das wesentlichste Ergebnis der von mir vorgenommenen 
Analysen am Biceps des Rindes und des Kalbes liegt wohl 
darin, daB der Restphosphorsiuregehalt und ganz entsprechendl 
auch der Cholesteringehalt des Biceps vom Kalbe ein wesentlich 
hoherer als der des gleichen Muskels vom Rinde ist. Die 
charakteristischen Unterschiede im Restphosphorsiuregehalt zu- 
gunsten des Kalbes beziehen sich auf deren unldslichen Anteil, 
welcher beim Kalbe im Gegensatze zum Rinde stets die Menge 
der léslichen Restphosphorsiure weitaus tberwiegt. 


Chemisch-anatomisch verhilt sich also der helle Kalbs- 
muskel zum dunhklen Rindermuskel keineswegs so wie die 
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weiBen Muskeln des Kaninchens oder des Hahnes zu den 
roten der gleichen Tierart, sondern geradezu umgekehrt. 

Dafiir, daB der weitaus héhere Gehalt an Restphosphor- 
siure und Cholesterin beim Kalbe der Ausdruck einer gré8eren 
Dauerleistungsfihigkeit des untersuchten Kalbsmuskels ist, liegen 
keinerlei Anhaltspunkte vor. 

Dagegen liegt es gewib nahe, die von vornherein aui- 
filligen Verschiedenheiten auf den Umstand zuriickzufiihren, 
daB die untersuchten Kalbsmuskeln im Gegensatz zu den 
Rindermuskeln in lebhaftem Wachstum begriffen waren. 

In einer dieser vorangehenden Arbeit von Embden und 
Lawaczeck wurde es als sehr wahrscheinlich hingestellt, dai 
der Restphosphorsaure- und Cholesteringehalt des quergestreiften 
Muskels als Ausdruck seines Sarcoplasmareichtums zu_ be- 
trachten sei. | 

Mit dieser Anschauung stimmen die von mir gewonnenen 
Ergebnisse aufs beste iiberein. Denn von vornherein ist es 
sehr wahrscheinlich, daB die Muskulatur des Kalbes einen 
héheren Sarcoplasmagehalt als die des Rindes besitzt. Wissen 
wir doch, daB die Entwicklung der quergestreiften Mnskulatur 
derart erfolgt, da8 im Plasma immer zahlreichere fibrillire 
Elemente auftreten, und ist doch offenbar die Entwicklung 
der Kalbsmuskulatur noch nicht véllig abgeschlossen.’) 

Ergibt sich sonach aus meinen Versuchen einerseits, dab 
die helle Muskulatur des Kalbes zu der dunkeln des Rindes 
sich chemisch durchaus nicht wie die weife Muskulatur des 
Kaninchens zur roten verhilt, sondern eher umgekehrt, so 
stehen meine Untersuchungen anderseits mit der Annahme im 
besten Einklang, dab der Gehalt eines Muskels an Restphosphor- 
siiure und Cholesterin seinem Sarcoplasmareichtum parallel 
geht, ja geradezu der Ausdruck des Sarcoplasmareichtums 
eines Muskels ist. 





') Auf eine mikroskopische Vergleichung des Sarcoplasmareichtums 
der von mir untersuchten Kalbs- und Rindermuskeln gerichtete Unter- 
suchungen werden von berufener Seite ausgefiihrt werden. 
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(Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1922.) 


In voranstehenden Arbeiten!) konnte gezeigt werden, dab 
in verschiedenen quergestreiften Muskeln der Cholesteringehalt 
dem Restphosphorsiuregehalt bis zu einem gewissen Grade 
parallel geht. Schon friiher war erkannt worden, daB der 
Restphosphorsiuregehalt um so héher ist, je mehr der Muskel 
zu Dauerleistungen befaihigt ist*); und schon seit langer Zeit 
ist bekannt, daB stark entwickelte Dauerleistungsfihigkeit eines 
Muskels mit hohem Sarcoplasmagehalt einhergeht. 

Hiernach wire also ein Muskel zu um so andauernderer 
Arbeitsleistung befaihigt, je mehr Sarcoplasma, Restphosphor- 
siiure und Cholesterin er besitzt. 

Unter krankhaften Bedingungen sehen wir sehr hiufig 
eine ausgeprigte Muskelschwiche, insbesondere eine starke 
Verminderung der Fihigkeit zu andauernder Arbeit, und es 
ist daher von Bedeutung, den Gehalt krankhaft geschwachter 
Muskeln an Restphosphorsiure und Cholesterin zu untersuchen. 

In einer noch unveréffentlichten Arbeit aus dem hiesigen 
Institut konnte Herbert Kahn zeigen, daB der Gesamt- 





Sg aR Sal ES cand oa 


1) G. Embden u. H. Lawaczeck, Diese Zs. Bd. 125, 8. 199 (1923); 
H. Lawaczeck, ebenda Bd. 125, S. 210 (1923); K. Hotta, ebenda 
Bd. 125, S. 210 (1928). 
2) G. Embden u. E. Adler, Diese Zs. Bd, 113, 8. 220—221 (1921.) 
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phosphorsiuregehalt des menschlichen Herzmuskels — und 
damit sicherlich auch sein Gehalt an Restphosphorsiure, die 
im Herzen weitaus den gréften Teil der Gesamtphosphorsiure 
ausmacht, — unter gewissen krankhaften Bedingungen, nament- 
lich zB. bei der braunen Atrophie im Gefolge von chronischer 
Tuberkulose, auffillig stark vermindert ist. 

Kine Verminderung des Phosphatidgehaltes der Muskulatur 
konnte als ein freilich nicht regelmiBiger Befund bei der 
Tauben-Beriberi von Ciaccio’) festgestellt werden. 

Auf Grund der ebenerwihnten Befunde Kahns an mensch- 
lichen Leichenherzen bestimmte 1m hiesigen Institut in un- 
verdffentlichten Untersuchungen Dr. Camillo Artom auch 
deren Cholesteringehalt. Eine charakteristische Verinderung, 
insbesondere eine Verminderung desselben wurde in den freilich 
wenig zahlreichen von ihm untersuchten Fillen nicht gefunden. 

In derartigen Untersuchungen an Leichenmaterial ist eine 
getrennte Bestimmung der verschiedenen Phosphorsiiurefraktionen 
nicht moéglich, da offenbar schon bald nach dem Tode eine 
Zersetzung organischer Phosphorsiureverbindungen unter Ab- 
spaltung anorganischer Phosphorsiure eintritt. 

Schon deswegen schienen Untersuchungen an_ kiinstlich 
krank gemachten Tieren notwendig, und die ebenerwihnte 
Feststellung Ciaccios, daB Muskulatur von 'auben, die nach 
ausschlieflicher Fiitterung mit poliertem Reis von der charak- 
teristischen beriberiartigen Avitaminose befallen waren, des 
éfteren einen verminderten Phosphatidgehalt aufwies, fiihrte 
dazu, das Verhalten des Cholesterins gerade bei dieser Er- 
krankung niiher ins Auge zu fassen.?) 

Bestimmungen des Restphosphorsiuregehalts an Brust- 
und Oberschenkelmuskulatur der normalen Taube wurden 
bereits von Lyding*) durchgefihrt. Ich selber habe solche 





1) ©. Ciaecio, Arch. di Farmac. sperim. e Scienze affini, Vol. XXIV 
(1917). 

2) Herr Dr. Camillo Artom aus Messina, der derartige Ver- 
suche vorbereitet hatte, muBte seinen Aufenthalt am hiesigen Institut 


vorzeitig abbrechen. 
3) G. Lyding, Diese Zs. Bd. 113, 8. 223 (1921). 
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Untersuchungen an drei normalen lieren vorgenommen, wiihrend 
ich an zwei weiteren nur den (Gesamtphosphorsiiuregehalt 
feststellte. 

Methodik. 

Da die Restphosphorsiure als Differenz der Gesamt- 
phosphorsiure und der nach zweistiindigem Stehen des Muskel- 
breis unter den Bedingungen der Wirmestarre vorhandenen 
anorganischen Phosphorsiure bestimmt wird, nahm ich zunichst 
in gewogenen aliquoten Teilen des durch Zerkleinerung mit der 
Schere gewonnenen Muskelbreis die Bestimmung der Gesamt- 
phosphorsiure vor. Stets wurden zwei von vornherein ge- 
trennte Analysen durchgefiithrt und das héhere der meist sehr 
cut iibereinstimmenden Ergebnisse als richtig angenommen. 
Die Veraschung unter Verwendung von 1 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure und der nétigen Salpetersiuremenge, sowie die 
sravimetrische Bestimmung der Phosphorsiiure als Strychnin- 
phosphormolybdat geschah ganz in der friiher wiederholt ge- 
schilderten Weise.*) Bei den langsam verbrennenden 'l'auben- 
muskeln ist der Zusatz von etwa 1 ccm 5°/,iger Sublimat- 
ljsung wahrend der Veraschung zu deren Beschleunigung und 
damit zur tunlichsten Vermeidung von Phosphorsiiureverlusten 
dringend zu empfehlen. Das Quecksilber wird nach Abschluf 
der Verbrennung und ausreichender Verdiinnung der Ver- 
aschungsfliissigkeit durch frisch hergestelltes Schwefelwasser- 
stoffwasser in friiher geschilderter Weise entfernt. 

Da nach den Angaben Embdens?”) eine héchstens 5,5 mg 
H,PO, entsprechende Phosphorsiuremenge bei der Fallung 
mit dem Molybdin-Salpetersiure-Strychningemisch vorhanden 
sein darf, und der Brustmuskel der T'aube ungewohnlich phosphor- 
reich ist, mu das zur Gesamtphosphorsiurebestimmung yer- 
wandte Muskelgewicht unter 0,55 g bleiben. 

Beziiglich der Bestimmung der nach zweistiindigem Stehen 
des Muskelbreis vorhandenen anorganischen Phosphorsiiure 
kann ich ganz auf friihere Arbeiten verweisen. ') 





1) A.C. Wechselmann, Diese Zs. bd. 113, S. 146 (1921); E. Adler, 
ebenda §, 174. 
*) G. Embden, ebenda 8. 138. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift {. physiol. Chemie. CXAY, 
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Die Cholesterinbestimmung wurde ebenso wie in der yoy, 
Kmbden und mir verdffentlichten vorangehenden Arbeit aus- 
gefiihrt. 

Die als Beriberi-‘l’auben bezeichneten Tiere, die aus- 
schlieBlich mit poliertem Reis gefiittert waren, wurden meis| 
erst nach dem Eintreten schwerer Krankheitserscheinungen 
getitet. In einem Falle gelangte ein Tier zur Verwendung. 
dessen schwere Erkrankung nach Verfiitterung von schalen- 
haltigem Reis eine wesentliche Besserung erfahren hatte; in 
einem weiteren Falle ein solches, das trotz lang andauerndey 
Verfiitterung mit geschiltem Reis noch keine eigentlichen 
Beriberi-Symptome darbot. Einmal verarbeitete ich ein spontan 
gestorbenes Tier spitestens einige Stunden nach seinem 'l'ode: 
bei diesem war nur noch die Bestimmung des Cholesterins 
und der Gesamtphosphorsiiure méglich. 

Zur vergleichenden Untersuchung verschiedener Muskeln 
benutzte ich den Pectoralis major, ferner méglichst fettfreie 
Oberschenkelmuskulatur und schlieBlich das Herz, das aunts 
sorgfaltigste durch Austupfen mit Filtrierpapier von anhaftendem 
Blute befreit war. Sehnige Elemente wurden tunlichst vor 
dem Ansatze der Bestimmung beseitigt. 

AuBer an den genannten Muskeln wurden Cholesterin- 
bestimmungen auch noch am Blute vorgenommen. 

Uber den Gehalt des normalen Tauhenbrust- und Schenkel- 
muskels an Gesamt- und Restphosphorsiiure lagen die bereits 
obenerwihnten Untersuchungen Lydings vor, die ich einer 
nochmaligen Priifung unterzog; die entsprechenden Werte {iir 
das Herz der Taube muften neu bestimmt werden. 

An dem gleichen Material, das zur Bestimmung der I[test- 
phosphorsiure diente, kam auch die Cholesterinbestimmung zur 
Durchfiihrung. 

Der Verlauf meiner Untersuchungen machte schlieBlich 
auch die Ausfiihrung von Restphosphorsiiure- und Cholesterin- 
bestimmungen an Hungertieren notwendig. Bereits Roth- 
schild?) fand an 4 Kaninchen die er 2, 4, 6 und 9 Tage 


') M. A. Rothschild, Zieglers Beitr, Bd. 60, S, 227 (1915) 
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hungern lieS, in freilich nicht eindeutigen Versuchen eine 
Cholosterinvermehrung in Blut, Leber und Nebennieren. 


Versuchsergebnisse. 


Ich berichte zuniichst tiber meine Befunde an normalen . a. 
; 

‘l'auben. : ia 

. ; : 

Der Cholesteringehalt des groBen Brustmuskels, der i 


73 fa 


: Schenkelmuskulatur, des Herzens und des  Blutes. der 
Normaltiere geht aus Tabelle 1 (Reihe 1—4) hervor. Die 
in der gleichen Rubrik untereinander stehenden Zahlen 
, geben das Ergebnis von Doppelbestimmungen wieder, bei 
; denen zwei verschiedene Muskelnortionen zur Verarbeitung 
5 kamen. Kin Blick auf die Tabelle lehrt, da8 der Cholesterin- 
gehalt des Herzens stets ein weitaus gréBerer als derjenige 
, der roten Brust- und der ebenfalls roten Schenkelmusku- 
. latur ist. 
i Brust- und Schenkelmuskulatur verhalten sich in bezug 
, auf ihren Cholesteringehalt sehr ihnlich: in Versuch 2, 3 und 6 : 
: ist mehr Cholesterin in der Schenkelmuskulatur vorhanden, ; 
wihrend in Versuch 4 der Cholesteringehalt des Brustmuskels | 
’ itberwiegt. Im Versuche 1 sind die Werte fir beide Muskeln 
annihernd gleich. Der niedrigste fiir den Brustmuskel an 
5 Normaltauben ermittelte Wert liegt bei 0,07 °/, (Versuch 1), 
" der héchste bei annihernd 0,12 °/, (Versuch 4). Fiir den 
. Schenkelmuskel sind die entsprechenden Zahlen 0,07 °/, (Ver- 
. such 1) und 0,11°/, (Versuch 2). Hingegen schwanken die an B 
normalen Herzen gewonnenen Ergebnisse zwischen etwas unter i 
t- 0,16 °/, (Versuch 3) und etwas iiber 0,18°/, (Versuch 2). 
i In 3 Versuchen (Nr. 4—6) wurde auch am Gesamt- 
blute der Cholesteringehalt ermittelt. Die drei gefundenen 
1 Werte sind von sehr ihnlicher GréSenordnung. f[Annihernd 
1° 0,23°/, in den Versuchen 4 und 5 (Reihe 5), und 0,26°/, in HW 
* Versuch 6.] ii 
re Der Vergleich des Cholesteringehaltes der Brust- und i 
Schenkelmuskulatur cinerseits, des Herzens anderseits ergibt 
also in Ubereinstimmune mit den friiher yon Embden und 
16* 
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mir?) erhobenen Befunden, daB der durch gréBte Dau- 
leistungsfihigkeit ausgezeichnete Herzmuskel auch den griften 
Cholesteringehalt besitzt. 

Die Bestimmung des 'l'rockengehaltes des Brustmuskels, 
der Schenkelmuskulatur und des Herzens schwankt fiir den 
Brustmuskel (‘l'abelle I, Reihe 5) zwischen 27,4 °/, (Versuch 4) 
und annihernd 28,7 °/, (Versuch 3), fiir die Schenkelmuskulatur 
zwischen 24,6 °/, in Versuch 2 und 27,1 °/, in Versuch 6. Einen 
noch merklich geringeren Gehalt an ‘l'rockensubstanz besitzt das 
Herz: 23,4°/, (Versuch 2) bis 24,3 °/, (Versuch 6). 

Betrachten wir nunmehr die fiir die verschiedenen Phosphor- 
siurefraktionen in den einzelnen Muskeln der gleichen 'l'auben 
gefundenen Werte, soweit deren Feststellung erfolgte (T'abelle I1), 
so sehen wir zunachst in Ubereinstimmung mit den fritheren 
Angaben Lydings, daB der Gehalt der Brustmuskulatur an 
Gesamtphosphorsiiure (‘T'abelle II, Reihe 4) weitaus hoéher als 
der der Schenkelmuskulatur ist und stets nahe bei 1 °/, H,PO, 
liegt. Demgegeniiber bewegt sich der Gesamtphophorsiuregehalt 
der Schenkelmuskulatur in der Nahe von 0,8°/, (0,76°/,, Reihe 5, 
Versuch 2 bis 0,83°/, in Versuch 1), 

Hiner ganz dhnlichen GréBenordnung gehéren auch die 
am Herzen gefundenen Werte an, nur in Versuch 6 (Reihe 6) 
zeigt dieses Organ einen deutlich héheren Gesamtphosphor- 
siurewert (0,87 °/,). 

Der Betrag der freien Phosphorsiure, die sich nach zwei- 
stiindigem Stehen des Muskelbreis unter Zusatz von Bicarbonat 
bei 45° gebildet hatte, ist aus den Reihen 1—3 der Tabelle Il 
ersichtlich. Vergleicht man innerhalb der einzelnen Versuche 
diese Werte miteinander, so sieht man, daB iiberall der Gehalt 
des Brustmuskels an freier Phosphorsiure nach 2 Stunden am 
héchsten, der des Herzens am niedrigsten ist. 

Die als Differenz der Gesamtphosphorsiure und der freien 
Phosphorsiure nach 2 Stunden ermittelte ,,Restphosphor- 
siure“?) ist in der Schenkelmuskulatur (Reihe 8) weitaus nied- 





'! G. Embden u. H. Lawaezeck, a. a. O. 
*) G. Embden u. E. Adler, Diese Zs, Bd. 113, S, 205 ff. (1921). 
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riger als in der Brustmuskulatur, ganz entsprechend den Fest- 
stellungen Lydings.') Der Restphosphorsiuregehalt des Herzens 
(Reihe 9) ist zum Teil demjenigen der Brustmuskulatur ziemlich 
iihnlich, jedoch eher etwas niedriger. 

Wir sehen also, dab bei der Taube ein durch ungewohnlich 
groBe Dauerleistungsfihigkeit ausgezeichneter Ske- 
lettmuskel den Restphosphorsiuregehalt des Herz- 
muskels erreicht, und sogar etwas iiberschreitet, 
wahrend sein Cholesteringehalt weitaus geringer als der des 
Herzens ist. Sicherlich besteht also bei der normalen 
Taube keine strenge Proportionalitit zwischen dem _ Rest- 
phosphorsiiure- und Cholesteringehalt verschiedener Muskeln. 
Allem Anschein nach ist das Verhiiltnis von Cholesterin zu 
Restphosphorsiiture in verschiedenen Muskeln auBer von der 
Dauerleistungsfihigkeit noch von anderen physiologischen Be- 
dingungen abhingig. 

Nachdem wir nunmebr die in Frage kommenden Normal- 
werte kennen gelernt haben, wenden wir uns den Verhiltnissen 
an Beriberi-Tauben zu (Tabelle III). Ohne weiteres sieht 
man, daB der Cholesteringehalt der Brustmuskulatur in allen 
sechs an Beriberi-Tauben ausgefiihrten Versuchen sehr viel 
hdher als bei normalen Tauben ist Der weitaus niedrigste an 
einer Beriberi-Taube ermittelte Wert von 0,13°/, (Versuch 12) 
liegt merklich héher als der héchste an einer Normaltaube 
gefundene (siehe im iibrigen die nihere Besprechung dieses 
Versuchs weiter unten), und noch viel deutlicher sind die 
Unterschiede zugunsten der Beriberi-Tauben bei den iibrigen 
5 Versuchen, in denen der Cholesteringehalt des Brustmuskels 
zwischen etwas iiber 0,15°/, (I. Doppelbestimmung in Versuch 9) 
und 0,20°/, (I. Doppelbestimmung, Versuch 7) schwankte. 

Diesen Zahlen stehen Normalwerte von etwa 0,07"), 
héchstens 0,12°/, gegeniiber. 

Im Prinzip ganz abnlich liegen die Verhiltnisse bei der 
Schenkelmuskulatur, deren Cholesteringehalt bei Beriberi-Tauben 
zum Teil ahnlich hohe Werte erreicht wie die Brustmuskulatur 


') Lyding, a, a. O. 
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(Tabelle ILI, Reihe 2, Versuche 7, 8, 9), zum ‘Teil auch in 


ihrem Cholesteringehalt hinter dem des Brustmuskels stark 

| zuriickbleibt (Versuche 10 und 11). Aber auch diese niedrig- i 
sten Werte fiir die Schenkelmuskulatur von Beriberi-Tauben a 
iibertreffen die an Normaltieren ermittelten Hoéchstwerte ganz a 
erheblich. 


Gegeniiber der konstanten Erhéhung des Cholesterins in 

: den beiden untersuchten Skelettmuskeln zeigt das Herz nur in 
7 zwei von den sechs Versuchen eine mit Sicherheit weit auBer- ie 
ib 


halb der Fehlergrenzen der Bestimmung gelegene Vermehrung la 
. ee | od ; y 4 
des Cholesterins, 0,24°/, und annihernd 0,27°/, (Versuche 7 ‘ia 


und 8, Reihe III), wihrend in den iibrigen 4 Versuchen der 
Cholesteringehalt des Herzens als annihernd normal bezeichnet 
werden mu. Die Cholesterinwerte in den Versuchen 9 und 12 
sind sogar die niedrigsten iiberhaupt an Taubenherzen beob- 


achteten. 

Sehr betriichtlich ist die Vermehrung des Cholesterins in 
vier von fiinf Versuchen auch im Blute. Wahrend die Chole- 7: 
sterinmenge des normalen Blutes mit etwa 0,23—0,26°/, ge- ( s : 
funden wurde, lieferte das Blut der in Versuch 12 verwendeten Be 


Beriberi-'laube 0,30°/, Cholesterin. Schon dieser Gehalt ist 
merklich héher als der héchste bei Normaltauben beobachtete. 
In den iibrigen 4 Versuchen (8—11) liegt nur der in Versuch 9 a 
ermittelte Wert mit 0,36°/, unter 0,5°/,, wiihrend in den Ver- ie 
suchen 8, 10 und 11 die Cholesterinwerte zwischen anniihernd 
0,56°/, (Versuch 8) und 0,61°/, (Versuch 11) schwanken. 

Die relativ geringe Steigerung der siimtlichen Cholesterin- +. 
werte in Versuch 12 hangt wohl sicherlich damit zusammen, 5 
dai dieses Tier keine schweren Krankheitserscheinungen aufwies, | 
Krimpfe wurden in diesem Falle nicht beohachtet, das Gefieder 
der Taube war im Gegensatz zu allen anderen Veruchen nicht 
gestriiubt, und wihrend der letzten Versuchswoche blieb das 
Krankheitsbild stationiir. 

Auch wenn man trotz der T'atsache, dai offenbar in Ver- 
such 12 die Avitaminose noch nicht zur vollen Entfaltung ge- 
langt war, diesen Versuch mit heriicksichtigt, findet man als 
eine ganz konstante Begleiterscheinung der Tauben- 
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Beriberi eine sehr erhebliche Vermehrung des Chole. 
steringehaltes der Skelettmuskeln und eine absolut 
und wohl auch prozentisch noch stirkere Zunahme 
der Cholesterinmenge im Blute.?) 

Diese Steigerung des Cholesteringehaltes in den genannten 
Organen tritt noch mehr in die Erscheinung, wenn man den 
Cholesteringehalt statt auf die frische Muskulatur auf dic 
Muskeltrockensubstanz berechnet, da deren Menge, wie aus 
einem Vergleich der Reihen 5—8 der Tabellen I und III 
hervorgeht, in nahezu allen Versuchen betrichtlich vermindert 
ist. Im einzelnen verweise ich fiir den Vergleich des Chole- 
steringehaltes der Muskeltrockensubstanz bei normalen und 
Beriberi-Tieren auf die Reihen 10—12 der Tabelle VII. 

Im Gegensatz zum Verhalten des Cholesterins liBt  sicli, 
wie eine Betrachtung der Tabellen If und IV ergibt, eine 
charakteristische Verinderung der verschiedenen Phosphor- 
saurefraktionen bei Beriberi-'l'auben nicht feststellen. 

Die Menge der Gesamtphosphorsiiure erscheint, auf das 
trische Organ bezogen, fiir den Brustmuskel und auch fiir den 
Schenkelmuskel sehr deutlich, in der Mehrzahl der Versuch 
auch fiir das Herz vermindert. Diese Unterschiede verschwinden 
aber so gut wie vollig, wenn man die Analysenergebnisse auf dic 
Muskeltrockensubstanz umgerechnet ‘Tabelle VII, Reihe 4—9). 

Khe ich die gewonnenen Versuchsergebnisse einer weiteren 
Erérterung unterziehe, erscheint es notwendig, dariiber Auf- 
schluB zu gewinnen, ob die Vermehrung des Cholesterins bei 
Beriberi-Tauben fiir diese Krkrankung charakteristisch ist oder 
ob sie auch im Gefolge einfacher chronischer Unterernihrung 
mit vitaminhaltigem Material auftritt. Ich habe, um eine solche 
zu erzielen, die Tiere mit unzureichenden Mengen von Gerste 
und Erbsen, oder von Hafer und Erbsen ernihrt, also mit 
Nahrungsmitteln, die sicher reich an Vitamin B sind. Diese 
Unterernihrung wurde so lange fortgesetzt, bis das Kérper- 
gewicht um etwa 1/, gesunken war, wobei die Tiere ‘auberste 





1) Vergleichende Cholesterinbestimmungen in anderen Organen yor 
normalen und Beriberi-Tauben sind cingelcitet. 
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Abmagerung zeigten. Im Versuch 13 war eine 33°/,ige Ge. 
wichtsabnahme in 13 Tagen, in Versuch 14 in 17 Tagen, in 
Versuch 15 in 29 Tagen erreicht (siehe Spalte 9, Tabelle V). 
Irgendwelche beriberiartigen Krankheitserscheinungen traten, 
wie zu erwarten war, nicht auf. 

Der Cholesteringehalt der Brustmuskulatur und auch der 
Schenkelmuskulatur war merklich vermehrt (siehe Reihe 1 und 2 
der Tabelle V), doch war diese Vermehrung wenigstens fiir 
den Brustmuskel geringfiigiger als bei den Berberi-'auben, 
wenn man von dem wiederholt erwiihnten Versuch 12 absieht. 
in dem die Avitaminose zur Zeit der Tétune des Tieres noch 
nicht zum vollen Ausbruch gekommen war. Auch der Anstieg 
des Cholesterins in der Schenkelmuskulatur entspricht den 
niedrigsten bei Beriberi-Tauben gefundenen Werten. 

Der Cholesteringehalt des Herzens iiberschreitet bei keineim 
der Versuche den auch bei Normaltieren beobachteten. Er 
war, wie oben ausgefiihrt, allerdings auch bei avitaminotischen 
Tauben keineswegs regelmibig gesteigert. 

Den auffalligsten Unterschied im Cholesteringehalt zwischen 
Hunger- und Beriberitauben ergibt die Untersuchung des 
Blutes; wiihrend namlich, wie oben bereits besprochen, bei den 
Tauben, die ausgeprigte beriberiartige Erscheinungen  aut- 
wiesen, regelmiibig eine fiuBerst betriichtliche Steigerung des 
Cholesteringehaltes beobachtet wurde, ist das Blutcholesterin 
bei den unterernihrten Tauben (Tabelle V, Reihe 4) in keinem 
Falle vermehrt, im Gegenteil, bei Berechnung auf das frische 
Blut wurde in siimtlichen 3 Versuchen an _ unterernahrten 
Tauben weniger Cholesterin im Blute gefunden als bei Normal- 
tieren. Vielleicht wiirde sich dieser Unterschied hei Be- 
rechnung auf die nicht bestimmte Trockensubstanz verwischen. 

In der Brust-, Schenkel- und Herzmuskulatur ist bei den 
Hungertieren eine Vermehrung des Wassergehaltes von ahn- 
licher GréBenordnung wie bei den Beriberi-Tieren nachweisbar. 

Fiir das Verhalten der Restphosphorsiure bei den Hunger- 
tieren gilt das fiir die avitaminotischen auben Gesagte, das 
heiBt, die Verminderung an Gesamtphosphorsiiure und Rest- 
phosphorsiure, die sich bei Berechnung auf frische Muskulatur 
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ergibt, verschwindet so gut wie vollstindig, wenn man die 
gewonnenen Analysenergebnisse auf Muskeltrockensubstanz 
hezieht. 

Im ganzen ergibt sich also, daB die bei avitaminotischen 
Tauben beobachtete Vermehrung des Cholesteringehaltes auch 
bei einfach unterernihrten Tieren in der Skelettmuskulatur 
auftreten kann, wihrend sie im Blute, das bei den Beriberi- 
Tauben eine besonders starke Vermehrung des Cholesterins 
aufweist, bei den Hungertieren véllig ausbleibt. 

Ob es sich hier wirklich um spezifische Verschiedenheiten 
im Verhalten der Beriberi-Tauben und der Hungertauben handelt 
oder nur um graduelle Unterschiede der zur Vermehrung des 
Cholesterins fiihrenden Prozesse, vermag ich nicht zu ent- 
scheiden. 

Im Zusammenhang mit meinen Beobachtungen erscheint 
der friihere Befund Stepps’), da in der Galle eines avita- 
minotischen Hundes Cholesterin véllig fehlte, als besonders 
wichtig. 

Unabhangig hiervon sei aber eine Frage kurz erértert, die 
sich bei einem Vergleich meiner Versuchsergebnisse mit ge- 
wissen kiirzlich von Abderhalden und Schmidt?), sowie von 
Hess*) an Beriberi-Tauben gewonnenen Resultaten von selber 
aufdringt. 

Steht vielleicht die von den genannten Autoren beobachtete 
Minderung der oxydativen Vorgiinge bei Beriberi-Tieren in 
irgendeinem Zusammenhang mit der von mir bei den gleichen 
Tieren festgestellten starken Vermehrung des Cholesterin- 
gehaltes? 

Verschiedene Beobachtungen von denen hier nur die von 
Thunberg‘), sowie spiter auch von Warburg und Meyerhof®) 
festgestellte auBerordentlich leichte Oxydierbarkeit des Lecithins 


1) Wilh, Stepp, Zs. Biol. Bd. 69, S. 514 (1919). 
?) E. Abderhalden u. C.Schmidt, Pfliigers Arch. Bd. 185, 8. 141 
(1920). 
3) W. R. Hess, Diese Zs. Bd. 117, 8S. 284 (1921). 
‘) Thunberg, Skand. Arch. Physiol. Bd. 24, S. 90 (1911). 
*) O. Warburg u. O. Meyerhof, Diese Zs. Bd. 85, 5. 412 (1913). 
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unter Bedingungen, die allem Anschein nach den in lebenden 
Zellen vorhandenen nicht ganz unihnlich sind, erwihnt sei, 
sprechen dafiir, daB dem Lecithin und vielleicht den Phos- 
phatiden im allgemeinen eine hohe Bedeutung fiir die Zell- 
atmung zukommt.’) 

Ciaccio’) hat kiirzlich den Nachweis gefiihrt, da die 
Lecithinmenge gerade bei der beriberiartigen Erkrankung der 
Taube vermindert sein kann; schon hierin kénnte eine gewissse 
Erklirung fiir das von Abderhalden und von Hess beobachtete 
Absinken der Atmung von Beriberi-Tieren und ihrer isolierten 
Organe gelegen sein. 

Dariiber hinaus legt die von mir getundene starke Ver- 
mehrung des Cholesteringehaltes bei Beriberi-Tieren die Ver- 
mutung nahe, das auch das Cholesterin etwas mit der 
Atmung zu tun hat; am nichsten liegt es wohl, fiir die Atmung 
an eine antagonistische Wirkung des Cholesterins gegeniiber 
dem Lecithin zu denken, wie sie namentlich fiir gewisse hamo- 
lytische Vorginge*) langst erwiesen ist. 

Doch sollen diese Vorstellungen hier um so weniger niher 
verfolgt werden, als sie an Hand mehrerer auf diese folgenden 
Arbeiten weit besser als im Augenblick einer genauen Er- 
érterung zugiinglich sind. 


Zusammenfassung. 


Das wesentlichste Ergebnis der vorliegenden Untersuchung 
besteht darin, da in ausgesprochenen Fallen der _beriberi- 
artigen Avitaminose von Tauben regelmaéBig eine starke Ver- 
mehrung des Cholesterins in den Skelettmuskeln und im Blute 
auftritt. 

Am Herzen konnte der gleiche Befund nicht konstant 
erhoben werden. 


1) Weitere Griinde fiir die Wichtigkeit des Lecithins bei der Zell- 
atmung ergeben sich aus nachfolgenden Arbeiten von Embdenu. Lange, 
Diese Zs, Bd. 125, S. 258 (1923) und von Lange u. Lawaczeck, ebenda 
Bd. 125, S. 248 (1923). 

*) Ciaccio, a.a. O. 

3) Kyes, Preston, Berl. klin. Wochenschr. 1903, Nr. 42 u. 43: 
O. Pascueci, Hofmeisters Beitriige Bd. 6, S. 552 (1905). 
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n Kin Anstieg des Cholesteringehalts geringeren Grades 
1, wurde fiir die untersuchten Skelettmuskeln auch nach lange 
e andauernder, zu starker Abmagerung fiihrender Unterernahrung 
I. mit vitaminhaltigem Material beobachtet, dagegen am Herzen 
und am Blute véllig vermiBt. 
e Aut die an diese Befunde gekniipften EKrérterungen, in- 
wl wieweit der Cholesteringehalt die Vorginge der Zellatmung rs 
© zu beeinflussen vermag, soll hier nicht nochmals eingegangen yy 
e werden. t. 
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Uber den EinfluB des Cholesterins auf den Sauerstoff. 


verbrauch des Lecithins. 
Von 


Hermann Lange und Heinz Lawaezeck. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt.) 
(Ausgefihrt mit Unterstiitzung der Manfred Bernhard Schiff-Stiftung.) 


Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1922.) 


In der voranstehenden Arbeit von H. Lawaczeck!) wurde 
gezeigt, daB bei der an Tauben nach Verfiitterung von ge- 
schliffenem Reis auftretenden Avitaminose eine starke Ver- 
mehrung des Cholesterins in den Skelettmuskeln und im Blute 
eintritt. 

Bei einfach unterernihrten Tauben stellte sich nach der 
Ausbildung starker Abmagerung in den Skelettmuskeln zwar 
ebenfalls eine Vermehrung des Cholesterins ein, doch war diese 
erheblich geringer als bei den Avitaminosetieren. Im Blute 
blieb der bei den avitaminotischen Tieren so ausgesprochene 
Cholesterinanstieg nach einfacher Unterernahrung bis zu starker 
Abmagerung vollig aus. 

Auf Grund dieser Befunde und im Zusammenhalt mit 
neueren Untersuchungsergebnissen von Abderhalden und 
Schmidt’), sowie von Hess*) nach denen sowohl der Gesanmt- 
organismus von an der beriberiartigen Avitaminose erkrankten 
Tieren sowie auch ihre einzelnen Organe eine erheblich ver- 
minderte Atmung aufweisen, wurde der Gedanke ausgesprochen, 


') H. Lawaczeck, Diese Zs, Bd. 125, 8. 229 (1923). 
*) Abderhalden u. Schmidt, Pfliigers Arch. Bd. 185, 8.141 (1920). 
*) W.R. Hess, Diese Zs. Bd. 117, S. 284 (1921). 
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daB der Umfang der Atmung irgendwie beeinfluBt werde durch 
den Gehalt der Zellen einerseits an Phosphatiden andererseits 
an Cholesterin in dem Sinne, daB die Atmung durch reich- 
lichen Phosphatidgehalt begiinstigt und daB das Cholesterin 
iihnlich wie etwa bei gewissen hiimolytischen Prozessen auch 
bei der Atmung eine jener des Lecithins antagonistische Wir- 
kung auszuiiben verméchte. 

Fiir diese einstweilen rein hypothetische Vorstellung haben 
wir, einer Anregung von Professor Embden folgend, in der 
nachstehenden Untersuchung experimentelle Anhaltspunkte zu 
sewinnen versucht. 

Wir gingen hierbei von der seit liingerer Zeit bekannten 
Beobachtung Thunbergs?) aus, wonach Lecithin bei Gegen- 
wart von Ferrisalz auBerordentlich leicht oxydabel ist, eine Be- 
obachtung, die insbesondere von Warburg und Meyerhof?) 
hestatigt werden konte und auch schon die genannten Autoren 
zur Erérterung der l'rage der Beteiligung des Lecithins an der 
Zellatmung veranlaBte. 

Wenn wirklich in der lebenden Zelle die Atmungsprozesse 
sich unter Beteiligung des Lecithins vollziehen (das hierbei 
etwa unter abwechselnder Reduktion und Oxydation bzw. 
Hydrierung und Dehydrierung an ungesittigten Bindungen 
oxydationsvermittelnd wirken kénnte), und auch durch das 
Cholesterin beeinfluBt werden, so lag es nahe, die Modell- 
versuche —Thunbergs sowie Warburgs und Meyerhofs 
unter Zusatz von Cholesterin zu wiederholen. 

Derartige Modellversuche haben wir in groBer Zahl und 
in sehr verschiedenartiger Form ausgefihrt. Viele unserer 
Modelle boten wegen ihrer verwickelten Zusammensetzung keine 
ventigend klaren und iibersichtlichen Verhiltnisse. 

Erst als wir unsere Versuchsanordnung weitgehend ver- 
einfachten, gelangten wir zu einheitlichen, klaren Resultaten. 
Nur iiber diese in einfachster Weise vorgenommenen Versuche 
soll hier kurz berichtet werden. 


') Thunberg, Skand. Arch. Physiol. Bd. 24, 8. 90 (1911). 
*) O. Warburg u. O. Meyerhof. Diese Zs. Bd. 85 S, 412 (1913). 
17* 
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Methodik. 


Die Versuche wurden in der Art angestellt, daB innerhalb 
jeder einzelnen Versuchsreihe stets gleichbleibende Lecithin- 
mengen mit gleichen Mengen (einige Tropfen einer im Vevr- 
haltnis 1: 150 Wasser verdiinnten) Ferrichloridlésung (offic.) und 
Wasser sowie mit steigenden Cholesterinmengen versetzt und in 
Barcroftapparaten auf ihr Sauerstoffhindungsvermégen fort- 
laufend untersucht wurden. 

Die zu unseren Versuchen benutzten Lecithinpraparate 
stellten wir aus Hiihnereidotter teils durch direkte Extraktion 
mit Ather, teils durch Atherextraktion nach vorgiingiger Alkohol- 
behandlung bei 45° dar. Die atherischen Lésungen wurden 
mit Natriumsulfat getrocknet, auf ein geringes Volumen ein- 
geengt und mit Aceton gefallt. Das so erhaltene Rohlecithin 
wurde durch mehrmaliges Lisen in Ather und Wiederausfillen 
in Aceton gereinigt. In einem der zu schildernden Versuche 
verwandten wir auch kaufliches Eilecithin von Merck. 

Das Cholesterin war von uns selber in bekannter Weise 
aus Gallensteinen dargestellt worden. 

Die Herstellung der wiBrigen Emulsion geschah in etwas 
verschiedener Weise: teils vermischten wir die analytisch ge- 
wogene Lecithin- und Cholesterinmenge so griindlich wie 
méglich in einem Moérser und rihrten sie mit gemessenen 
Wassermengen an; von der erhaltenen Emulsion kam ein ali- 
quoter Teil in das AtmungsgefaéB (der Zusatz der verdiinnten 
Kisenchloridlésung erfolgte erst jetzt unmittelbar vor der An- 
stellung des Atmungsversuches), teils mischten wir gemessene 
Mengen itherischer Lecithin- und Cholesterinlésung bestimmten 
Gehaltes, verjagten den Ather vorsichtig auf dem Wasserbade 
und stellten aus dem so erhaltenen, innigen Gemenge beider 
K6érper die Emulsion her. 

Die verwandten Barcroftapparate hatten alle sehr annihernd 
das gleiche Volumen und wurden mit gleichen Flissigkeits- 
mengen beschickt, so daB die beobachteten Druckabnahmen 
in den verschiedenen Apparaten unmittelbar miteinander ver- 
gleichbar sind. 








| 


Versuch 1 (Nr. 43 des Protokolls 1. 6. 22). 
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Versuchsergebnisse. 


Die Ergebnisse unserer Versuche gehen im einzelnen aus 
den nachfolgenden tabellarischen Ubersichten hervor. 

In den ersten Reihen sind die notwendigen Einzelheiten 
der allgemeinen Versuchsanordnung angegeben; aus den fol- 
genden Reihen gehen die in den einzelnen Versuchen ver- 
wandten Lecithin-Cholesterinmischungen hervor, wobei jeweils 
das Verhaltnis der stets gleichbleibenden Lecithinmenge zur 
wechselnden Cholesterinmenge angegeben ist. Weitere Kinzel- 
heiten der Versuchsanordnung gehen aus den letzten Reihen 
der Tabellen hervor. Die gewonnenen Versuchsergebnisse sind 
unmittelbar in Millimetern Druckabnahme (selbstverstindlich 
unter Beriicksichtigung der am Thermobarometer beobachteten 
Schwankungen) angegeben. 


Tabelle 1. 


Lecithin , Cholesterin, Wasser 





triode | Peri- | 1:9 | 1:1 1:2 | 1:5 








Eisenchlorid. 
1j),@2pfes | 4 Tks ae T ar 
Dauer| Lecithin: Cholesterin Bemerkungen. 
ak } & OE ORE HOE ees 5 a eee 


Bereitung der Emulsion. 
mm Druckabnahme 

















| | 30’ |125,9 | 188,1 | 168,4 | 146,9 | 1. 0,1 g Lecithin 

5 cem H,O §@ § 5 
oe 
2 | 80’ |118,8 | 185,3 | 166,8 125,7 | 2. 0,1 g Lecithin a 3S 
0,1 g Cholesterin | 2 ao ~~ 
rs ; sar 
5 cem H,O 2E2S 
3 30’ |133,8 196,1 | 182,6 | 133,8 | 8. 0,1 g Lecithin r & BS to 
, San 8 
0,2 g Cholesterin | * 323 
| 5 ecm H,O 33 3n 
4 | 30’ |117,4  175,8 | 165,0 | 122,83 | 4. 0,1 g Lecithin = . so 

. e ° cont om 
Tus- |g Stdn.] 495,9 145.8 '682,8 |528,7| > 8 Cholesterin | iso 


resamt 








| 5eem H,0 

In dem Versuch 1 (Prot. Nr. 43) wurden, wie aus den 
Reihen 8—6 hervorgeht, zu je 0,1 g Lecithin 0O—0,5 g Chole- 
sterin zugesetzt. Die Menge der eingefillten Emulsion betrug 
iberall 3 com. Die konstant gehaltene Temperatur, deren 
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genaue Angabe wir leider im Protokoll vermissen, entspracl: 
etwa 37—39°. Die Dauer der einzelnen Atmungsperioden 
betrug 30 Minuten. In der letzten Horizontalreihe sind die 
innerhalb der einzelnen Perioden beobachteten Betrige fiir 
die Druckabnahmen addiert. 

Betrachten wir nunmehr die in den einzelnen GefaBen 
innerhalb 30 minutiger Perioden beobachteten Druckabnahmen, 
so sehen wir, daB der Sauerstofiverbrauch des Lecithins durch 
Zusatz von Cholesterin im Verhiltnis 1:1 (Reihe 4) gegeniiber 
dem cholesterinfreien Ansatz (Reihe 3) ganz erheblich gesteigert 
wird. Diese Steigerung wird bei Verwendung von 2 Teilen 
Cholesterin auf 1 Teil Lecithin geringer. Verwendung von 
5) Teilen Cholesterin auf 1 Teil Lecithin fiihrt eine weitere 
Verringerung des Sauerstoffverbrauchs herbei. Im einzelnen 
steigt wihrend der ersten halben Stunde der Sauerstofiverbrauch 
des Lecithins durch Zusatz von 1 Teil Cholesterin von 126 mm 
(ohne Cholesterinzusatz) auf 188 mm und sinkt in dem Gefif 
mit 2 Teilen Cholesterin auf 168 mm, in jenem mit 5 Teilen 
auf 147 mm ab. Ganz dhnlich liegen die Verhialtnisse in den 
folgenden Versuchsperioden. Hervorgehoben sei nur, daB in der 
3. Periode der Sauerstoffverbrauch bei Zusatz von 5 Teilen Chole- 
sterin nicht gréBer als in dem GefaB ohne Cholesterinzusatz war. 

Der Einflu8 des Cholesterinzusatzes geht aufs deutlichste 
auch aus der letzten Horizontalreihe, die den Sauerstoffverbrauch 
in Millimetern Druckabnahme wiabrend der ganzen 2 stiindigen 
Versuchszeit angibt, hervor. Derselbe steigt von annahernd 
496 mm in dem Versuch ohne Cholesterin auf 745 mm bei 
Verwendung von Lecithin und Cholesterin zu gleichen Teilen, 
um bei weiterer Zunahme des Cholesterinzusatzes wieder aut 
683 und 529 mm abzusinken. 

Wahrend in diesem Versuche auch bei dem starksten 
Cholesterinzusatz kein Heruntergehen des Sauerstoffverbrauchs 
unter denjenigen des nicht mit Cholesterin versetzten GefaBes 
beobachtet wurde, war das in dem folgenden Versuche, 
Tabelle 2, in ausgesprochenem MaBe der Fall. 

Hier betrugen die Atmungsperioden 45 Minuten (mit .\us- 
nahme von Periode 3, die 2 Minuten linger war), die Tem- 
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peratur 39°. In der ersten Periode stieg der Sauerstofi- 
n verbrauch bei Zusatz von 0,5 Teilen Cholesterin von 139 auf 


e 181 an; bei Verwendung von 1! Teil Cholesterin auf 1 Teil 
r Lecithin war er nur wenig geringer (Reihe 6, 174). Er hatte 
bei Zusatz von 2 Teilen Cholesterin den ohne Cholesterinzusatz 
1 erhaltenen Wert schon etwas unterschritten (Reihe 7, 130). 
; Sehr stark ist die Hemmung des Sauerstoffverbrauchs bei 
N Zusatz von 4 und namentlich von 8 Teilen Cholesterin auf 
r 1 Teil Lecithin (Reihe 8, 79,6 mm und Reihe 9, 48,8 mm). 
t Dieses Verhalten bleibt in der folgenden Periode ganz 
) jhnlich, nur in der 4 —6. Periode tritt eine Verschiebung in 
y dem Verhiltnis des 3. und 4. Einzelversuchs ein. Wahrend 
2 his dahin der 3. Versuch (Cholesterin zu Lecithin 1:1) einen 
stirkeren Sauerstoffverbrauch aufwies als der 4. (Lecithin zu 


Cholesterin 1:2), tritt in den eben genannten Perioden das 
Umgekehrte ein. 

} Der Gesamtsauerstofiverbrauch wihrend des 4 }/, stiindigen 
| Versuches betrigt ohne Cholesterinzusatz 744 mm, steigt bei 
Zusatz von 0,5 Teilen Cholesterin auf etwas iiber 1000 mm an, 
um bei weiterhin zunehmendem Cholesteringehalt schlieBlich 
auf 267 (Reihe 9, 8 Teile Cholesterin auf 1 Teil Lecithin) ab- 
zusinken, Aber auch schon bei Zusatz von 4 Teilen Cholesterin 
(Reihe 8) war die Hemmung des Sauerstofiverbrauchs durch 
Cholesterin eine iiberaus deutliche. 

In Tabelle 3 ist ein weiterer, ganz dhnlich angestellter 
Versuch niedergelegt. Auch hier erfolgt durch Zusatz geringer 
Mengen Cholesterin eine Steigerung des Sauerstoffverbrauchs, 
die bei Anwesenheit gréBerer Cholesterinmengen geringer wird; :. 
doch ist der Verlauf dieses Versuchs keineswegs so regelmabig r 
wie der der vorangegangenen. | 

Zunachst sieht man, daB auch bei Umrechnung auf gleiche 2 
Zeiten, in der gleichen Periode von ein und derselben Emulsion : 
sehr verschiedenartige Sauerstoffmengen verbraucht werden. q 
In Versuch 1 (Lecithin allein) ist der Sauerstofiverbrauch in | 
der Zeiteinheit in der 2. Periode (30 Minuten) wesentlich ge- fs 
ringer (68 mm) als in der 1. von 15 Minuten (45,6 mm). In a 
der dritten 60 minutigen Periode dagegen ist der Sauerstoff- 
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verbrauch weitaus gréBer (236 mm), um in der 4. Periode wieder 
stark abzusinken (113,6 mm). Ahnliche UnregelmaBigkeiten 
finden sich auch in den anderen EHinzelversuchen vor. Ferner 
zeigt der mit 1 Teil Cholesterin versetzte Ansatz einen er- 
heblich geringeren Sauerstoffverbrauch als der Ansatz nicht nur 
mit 0,5 Teilen Cholesterin, sondern auch mit 2 Teilen 
Cholesterin; so deutlich also auch hier die Beeinflussung des 
Sauerstoffverbrauchs des Lecithins durch Cholesterin ist, so 
wenig liBt sich die in den oben besprochenen Versuchen so 
ausgepragte GesetzmiBigkeit erkennen. 

Im 4. Versuch (Tabelle 4), der nur wihrend einer einzigen 
'/, Stiindigen Periode durchgefiihrt wurde, wurde statt des von 
uns selbst hergestellten Lecithins ein altes Merck sches 
Lecithinpraparat verwandt. Der Versuch zeigt im wesentlichen 
das gleiche Verhalten wie die eben besprochenen Versuche 1 
und 2, nur ist der Sauerstoffverbrauch deutlich geringer. 

Wir haben bisher absichtlich nur die tatsachlichen Er- 
gebnisse unserer Versuche geschildert und wollen jetzt eine 
Erklarung dieser Ergebnisse versuchen. 

Von entscheidender Bedeutung fiir die GréBe des jeweils 
beobachteten Sauerstoffverbrauchs war ganz offenbar der kol- 
loide Zustand der Lecithin- und der Lecithin-Cholesterin- 
emulsion. Da, wo die Emulsion waihrend der ganzen Versuchs- 
dauer eine gleichmiiBige blieb, veranderte sich auch der 
Sauerstoffverbrauch nicht sehr stark; sobald aber sichtbare 
Entmischungsvorginge eintraten, wurden UnregelmiabBigkeiten, 
bald im Sinne einer Steigerung, bald im Sinne einer Ver- 
minderung des Sauerstoffverbrauchs, beobachtet. 

Unter diesen Umstiinden liegt es gewiB nahe, die so 
iiberaus deutliche Einwirkung des Cholesterinzusatzes iber- 
haupt durch Beeinflussung des kolloidalen Zustandes der 
Lecithinemulsion zu erkliren. Die Lecithinemulsionen ohne 
Cholesterinzusatz waren diinnfliissig, mit zunehmender Choleste- 
rinmenge trat Anstieg der Viscositat auf, derart, daB besonders 
cholesterinreiche Mischungen eine zahflissig-schaumige Masse 
bildeten; die Haltbarkeit dieser Kolloidmischungen war eine ver- 
schiedene. am gréBten in den cholesterinreicheren Emulsionen. 
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ar Inwieweit es sich hierbei um eine beeinflussung des 

n Dispersitatsgrades, inwieweit um eine solche der Hydratation 

2 handelt, vermégen wir nicht zu entscheiden. Aber wie dem 

i auch sein mag: jedenfalls darf die Tatsache als gesichert gelten, 

Ll daB durch die Anwesenheit von Cholesterin in einer 

n Lecithinemulsion deren Sauerstoffverbrauch aufs 

8 stirkste beeinfluBt werden kann, wobei diese Be- 

0 einflussung je nach der Menge des zugesetzten Chol- 

0 esterins mit einer Steigerung oder einer Minderung a 
des Sauerstoffverbrauchs verbunden ist. a 

i Sicherlich diirfen diese Ergebnisse nur mit grofer Vorsicht a 

1 auf den lebenden Organismus iibertragen werden, um so mehr, 

s als in unseren Versuchen Elektrolyt nur in minimaler Menge 

} vorhanden war und EKiweiBkérper vollig fehlten. DaB auch 


| diese letzteren den Sauerstoffverbrauch des in Wasser emul- : 
gierten Lecithins stark beeinflussen, geht aus einer hier nicht : 
niher zu schildernden Versuchsanordnung hervor, in der mit 

) steigendem Gummizusatz zur Lecithinemulsion immer stirkere 
Hemmung des Sauerstoffverbrauchs eintrat. 


Wenn, was als mindestens sehr méglich erscheint, bei der 
Zellatmung die Phosphatide eine entscheidende Rolle spielen, 
so ware die Beeinflussung der Atmung durch gleichzeitig und 
an den gleichen Zellorten vorhandenes Cholesterin auf Grund 
unserer Modellversuche, so wenig dieselben die Verhiltnisse 
in lebenden Zellen wiederzugeben vermégen, bis zu einem ge- 
wissen Grade verstandlich. 

Insbesondere erscheint es als nicht ausgeschlossen, daB 
starke Anhaufung von Cholesterin, wie sie z. B. in der Skelett- 
muskulatur von Tauben, die an der Reisavitaminose erkrankt 
sind, auftritt, eine Verminderung der Zellatmung herbei- 
zutihren vermag. 

Kin Beweis hierfiir liegt selbstverstandlich in unseren 
Untersuchungen nicht vor, vielleicht aber doch ein Hinweis 
auf die Notwendigkeit, bei der Bearbeitung von Zellatmungs- 
problemen das Lecithin und das Cholesterin weitgehend zu 
heriicksichtigen. 
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Muskelatmung und Sarkoplasma. 


Von 


Gustav Embden und Hermann Lange. 


‘Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Ausgefaihrt mit Unterstitzung der Manfred Bernhard Schiff-Stiftung.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1922.) 


[Im AnschluB an jede Arbeitsleistung eines in sauerstoff- 
gesattigter Ringerlésung befindlichen Froschmuskels lassen 
sich drei charakteristische Erscheinungen beobachten: 

1. Steigerung des Milchsiuregehaltes, 

2. Steigerung der Durchlissigkeit von Muskelfasergrenz- 
schichten, die im ausgeruhten Zustande des Muskels nur eine 
beschriinkte Permeabilitiit besitzen, und 

3. Steigerung der Atmung. 

Hat die Arbeitsleistung des Muskels zu irgend aus- 
gesprochener Ermiidung gefiihrt, so sind die zeitlichen Be- 
ziehungen der drei genannten Erscheinungen zu dieser un- 
verkennbar, d. h. der gesteigerte Milchsiuregehalt, der Zustand 
erhéhter Permeabilitat der Muskelfasergrenzschichten und die 
vermehrte Atmung nehmen um so mehr ab, je mehr sich der 
Muskel erholt, um schlieBlich, vollstaindige Wiedererlangung 
der urspriinglichen Muskelerregbarkeit vorausgesetzt, ihre an- 
fanglichen Ruhewerte zu erreichen. 

Von vornherein erscheint es sehr wahrscheinlich, dab 
zwischen dem gesteigerten Milchsiuregehalt, der erhdhten 
Permeabilitat und der vermehrten Atmung unmittelbare ur- 
siichliche Beziehungen bestehen, und wir haben uns in einer 
Reihe kiirzlich veréffentlichter Arbeiten bemiiht, den Beweis 
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dafiir zu erbringen, da die rasch voriibergehende Permea- 
pilititssteigerung der Muskelfasergrenzschichten bei der Arbeit 
ebenso so wie auch die linger andauernde bei der Ermiidung 
als unmittelbare Folgeerscheinung der intramuskuliren Siure- 
bildung autzufassen sind, derart, da die bei der Muskel- 
kontraktion gebildeten Sauren den kolloidalen Zustand der 
Muskelfasergrenzschichten im Sinne einer mit Permeabilitits- 
steigerung einhergehenden Quellung verindern. Diese als 
Folge der Bildung von Milchsiure und vor allem auch von 
Phosphorsiiure im Kontraktionsaugenblicke auftretende Perme- 
abilitiitssteigerung sehen wir als ein notwendiges Glied in der 
Kette der zur Muskelkontraktion fiihrenden Vorginge an. 

Namentlich auf Grund der Versuche Meyerhofs diirfen 
wir es als sicher annehmen, daB auch die Atmungssteigerung 
im AnschluB an die Muskelarbeit aufs Engste mit dem ver- 
mehrten Siuregehalt zusammenhingt, und es erhebt sich die 
Frage, in welcher Weise die Siurebildung steigernd auf die 
Atmung einwirkt. 

Von vornherein erscheint der Gedanke naheliegend, 
daB die Atmungssteigerung etwas mit der quellungsartigen 
Verinderung des kolloidalen Zustandes der Muskelfasergrenz- 
schichten zu tun hat; wissen wir doch, daB die verschieden- 
artigsten biologischen Prozesse durch Anderung gerade des 
Kolloidzustandes entscheidend beeinfluBt werden. 

Wenn man einen Muskel, dessen Atmung wihrend 
dauernder Ruhe in sauerstoffgesittigter Ringerlésung sehr weit 
heruntergegangen und dessen Phosphorsdureausscheidung parallel 
damit auf minimale Werte abgesunken ist (worin der unmittel- 
bare Ausdruck fiir eine starke Verringerung der Durchlissig- 
keit der Muskelfasergrenzschichten erblickt werden darf), in 
die isotonische Liésung eines Nichtelektrolyten, z. B. Rohrzucker, 
verbringt, so tritt bekanntlich Erregbarkeitsminderung und 
schlieBlich véllige Lihmung ein. 

Wir konnten nun in bereits verdffentlichten Arbeiten zeigen, 
daB parallel mit dem Eintritt dieser Lihmung eine so ge- 
waltige Steigerung der Phosphorsiureausscheidung erfolgt wie 
sie im AnschluB an ermiidende Muskelarbeit, sofern iiberhaupt 
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noch Krholung eintritt, niemals zur Beobachtung gelangt.}) 
Parallel mit der rasch eintretenden Erholung des in Robhr- 
zucker gelihmten Muskels nach dem Zuriickbringen in Ringer- 
lésung sinkt die Phosphorsiiureausscheidung wieder ab. Alles 
spricht dafiir, daB die aufs AuBerste gesteigerte Phosphorsiure- 
ausscheidung des Muskels in isotonischer Rohrzuckerlésung 
der unmittelbare Ausdruck einer starken quellungsartigen Ver- 
finderung gerade der Grenzschichten ist. Es werden also in 
von au8en einwirkender elektrolytfreier Rohrzuckerlésung an der 
Grenzschicht anscheinend ahnliche Veriinderungen hervorgerufen, 
wie sie als Folge der im Muskelinnern bei der Kontraktion auf- 
tretenden Siurebildung in die Erscheinung treten, nur daB diese 
Verainderungen der Grenzschichten in Rohrzucker stiirker aus- 
gebildet sind, aber nach Zuriickbringen des Muskels in sauerstofi- 
gesittigte Ringerlésung rascher verschwinden als die nach starker 
Muskelermiidung eintretende Alteration der Grenzschichten. 

Wenn nun wirklich, den eben geaiuferten Vorstellungen 
entsprechend, die Intensitiit der Muskelatmung in unmittelbarer 
Abhingigkeit von dem jeweiligen kolloidalen Zustand gerade 
der Grenzschichten steht, so legt es nahe, das Verhalten der 
Muskelatmung in isotonischer Rohrzuckerlésung zu untersuchen, 
deren quellungsartige Wirkung auf den Kolloidzustand der Grenz- 
schichten besonders stark ausgebildet und allem Anschein nach 
durchaus auf diese Grenzschichten beschriinkt ist. 


Methodik : 


Die Ausfiihrung unserer Versuche gestaltete sich folgender- 
maBen: frisch praparierte Froschmuskeln, Sartorien, Semimem- 
branosi und Gastrocnemien, wurden zuniichst in 6fters ge- 
wechselter, sauerstofiversorgter Ringerlésung (jeweils 20 ccm) 
ausgewaschen. Das Auswaschen wurde im ganzen nur eine 
halbe bis eine Stunde fortgesetzt, um die Atmungsversuche an 
méglichst frischen Muskeln beginnen zu kénnen. Hiernach 
kamen die Muskeln in Barcroft-Apparate, die vorher mit 2 ccm 
oder 3 ccm Ringerlésung beschickt waren. Die sauerstofi- 
gesittigte Ringerlésung bedeckte die Muskeln vollstindig. Die 


1G. Embden u. E. Adler, Diese Zs. Bd. 118, S. 1 (1922). 
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Apparate wurden sorgfaltig mit Sauerstotf gefiillt, verschlossen 
und etwa 20—30 Minuten in dem Wasserbade, dessen ‘l'em- 
peratur der des Zimmers annihernd gleich war, geschiittelt. 
Dann wurden die Manometer nach kurzer Offnung des Hahns 
eingestellt. Die simtlichen verwandten Apparate hatten nahezu 
das gleiche Volumen. Die Absorption der Kohlensiiure ge- 
schah in bekannter Weise durch 0,2—0,3 ccm n/1l-NaOH. Die 
Bewegung der Apparate, die nur Schlifiverbindungen besaBen, 
wurde in der von Warburg?) kirzlich beschriebenen Weise 
ausgefiihrt. Wir verfiigten iiber einen Satz von 7 gleichartigen, 
durch den gleichen Motor bewegten Apparater, von denen 
natiirlich einer als Thermobarometer diente. 

Die einzelnen Atmungsperioden schwankten zwischen 30 
und 60 Minuten. Nach der SchluBablesung jeder Periode 
wurden die Apparate gedfinet, die Ringerlésung sorgfaltig 
unter Vermeidung jeglicher Beriihrung des Muskels heraus- 
pipettiert und durch die gleiche Menge neuer Ringerlésung 
ersetzt. 

Durch diesen Wechsel der Ringerlésung wurde es uns 
erméglicht, neben der Atmung auch die Phosphorsiure- 
ausscheidung im Muskel zu bestimmen. (Spiiter erkannten wir, 
daB iiberdies die Atmung des ruhenden, véllig intakten Muskels 
durch hiufige Erneuerung der Ringerlésung rascher und 
auf niedrigere Betrage absinkt, als beim dauernden Aufenthalt 
in gleicher Fliissigkeit oder in Sauerstoff.) 

War die Atmung auf geringe Betriige abgesunken, so wurde 
in der nichsten Periode die Ringerlésung durch isotonische 
Rohrzuckerlésung (7°/,), die natiirlich ebenfalls mit Sauerstoff 
gesittigt war, ersetzt, und es wurden wiederum Atmung und 
Phosphorsaureausscheidung bestimmt. Entweder schon nach 
Ablauf einer einzigen oder nach mehreren derartigen Rohrzucker- 
perioden kamen die Muskeln in Ringerlésung zuriick, wobei an- 
dauernd Atmungsgré8e und Phosphorsiiureausscheidung verfolgt 
wurden. In einigen Fillen wurde daran eine zweite Unter- 
suchung in isotonischer Rohrzuckerlésung angeschlossen. 


') Warburg, Bioch. Zeitschr. Bd, 100, 8. 230 (1919). 
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Versuchsergebnisse. 


In Tabelle I ist eine gréBere Anzahl derartiger Versuche 
zusammengestellt; die notwendigen Einzelheiten iiber die Be. 
schaffenheit der Frische, die Art und das Gewicht der Muskeln, 
die Dauer der Vorbehandlung in sauerstoffversorgter Ringerlésung 
auBerhalb der Atmungsapparate, die Versuchstemperatur, dic 
Menge der im Atmungsversuch verwandten Liésungen, sowie 
die Dauer der einzelnen Atmungsperioden gehen aus den 
Reihen 2—7 hervor. 

In den Reihen 8—11 ist jeweils (die nicht eingeklammertei 
Zahlen) der Sauerstoffverbrauch pro Gramm Muskulatur und 
Stunde in Kubikmillimeter angegeben. Es wurde von eiver 
Umrechnung auf 760 mm Hg und 0° abgesehen. Die ein- 
geklammerten Zahlen geben die zugehérige Phosphorsiure- 
ausscheidung in mg °/, der angewandten Suspensionsfliissigkeit 
wieder; die Vergleichbarkeit dieser Zahlen mit den Atmungs- 
werten ist keine viéllig strenge; denn weder wurden die Phos- 
phorsiiurewerte wie die Atmungswerte auf 1 Stunde und die 
Gewichtseinheit des Muskels umgerechnet, noch konnten sie 
genau fiir die Periode, in der die Atmung gemessen wurde, 
bestimmt werden, da aus technischen Griinden ein der Atmungs- 
periode voraufgehender Aufenthalt des Muskels meist von etwa 
30 Minuten in der fiir die Atmung benutzten Fliissigkeit un- 
vermeidlich war. 

Reihe 8 gibt in den nicht eingeklammerten Zahlen den 
Sauerstoffverbrauch pro Gramm Muskel und Stunde wahrend 
der 1. Vorperiode in Ringerlésung wieder, in der die Atmung 
bestimmt wurde; darunter eingeklammert mit dem eben ge- 
machten Vorbehalt die unmittelbar bestimmte Phosphorsiure- 
ausscheidung in mg®/, der Ringerlésung. 

Aus Reihe 9 gehen die gleichen Werte fiir die letzte der 
Rohrzuckerbehandlung vorausgehende Periode in Ringerlésung 
hervor; diese Periode schloB sich zum Teil so unmittelbar, 
wie es technisch méglich war, an die erste Periode an, zum 
Teil war sie durch verschiedene, gleich lange Perioden von 
ihr getrennt. Die kleine Zahl in eckigen Klammern, die links 
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von dem Atmungswert steht, gibt an, um welche Vorperiode 
es sich handelt. 

In Reihe 10 sind die beim Aufenthalt des Muskels in 
isotonischer Rohrzuckerlésung ermittelten Werte wiedergegeben; 
in den meisten Fallen wurden Atmung und Phosphorsiure- 
ausscheidung nur wiithrend einer einzigen Rohrzuckerperiode 
bestimmt; wo die Untersuchung wahrend mehrerer Perioden 
erfolgte, sind die gefundenen Zahlen untereinander angegeben. 

In fast allen Versuchen folgten dem Autenthalt in Rohr- 
zucker eine oder mehrere Ringerperioden, deren Ergebnisse 
aus Reihe 11 ersichtlich sind. In der Regel schlossen sich 
die zur Bestimmung der Atmung und der Phosphorsiure- 
ausscheidung benutzten Perioden nach dem Zuriickbringen des 
Muskels in Ringerlésung unmittelbar an die Rohrzuckerperioden 
an, wie es im einzelnen aus den eingeklammerten Zahlen neben 
den Atmungswerten ersichtlich ist; bisweilen wurden die Muskeln 
aber auch am Schlusse des 1. Versuchstages aus dem Atmungs- 
cefiiB in verschlieBbare Kélbchen iiberfiihrt, die mit sauerstoff- 
sesiittigter Ringerlésung beschickt und iiber Nacht im Kis- 
schrank aufbewahrt wurden. In diesen Fiillen wurde die 
Untersuchung in Ringerlésung am niichsten lage fortgesetzt, 
wie im einzelnen aus Reihe 12 der Tabelle 1 ersichtlich ist. 

Betrachten wir nunmehr zunichst den Sauerstofiverbrauch 
pro Gramm Muskel und Stunde wihrend der Vorperioden in 
Ringerlésung, so sehen wir sehr verschieden hohe Werte. Die 
wihrend der ersten Vorperioden erhaltenen, die teilweise 
wohl noch unter dem Einflu& der Reizung bei der Priparation 
und der Uberfiihrung des Muskels in das AtmungsgefiB standen, 
sind zum Teil von ganz ihnlicher GréBenordnung wie die von 
Meyerhof*) am ruhenden maximal sauerstoffversorgten Frosch- 
muskel ermittelten (28—48 cmm O, bei 22°); siehe Reihe 8, 
Versuche la und 1b, 2a und 2b, 6, 7, 8,9 und 10; zum Teil 
sind sie wesentlich niedriger: Versuche 3a und 8b; 4a und 
4b, 5. In einem Versuch (Nr. 11) ist die anfinglich beob- 
achtete Atmung auffallig hoch, nahezu 104 cmm. Weiterer 


') Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 175, 8. 95 (1919). 


lloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXYV. 18 
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Nr. 
des 
Versuchs 


la 


(11. des 
Proto- 
kolls) 

17. 7. 1922 


2a 
(12. des 
Proto- 
kolls) 
17. 7: 1932 


b 


3a 
(14. des 
Proto- 
kolls) 

16. 7. 1922 


b 





Beschaftenheit 
der 
Frésche 


Sehr groBe bayr. 
Ran. eseul., 
triage, mager; 
5 Wochen in 

Gefangenschaft 


Sehr grofe 
Ran. escul., 
trage, mager; 
5 Wochen in 
Gefangenschaft 


Sehr groBe 
Ran. escul., 
trage, mager; 
5 Wochen in 
Gefangenschaft 


Sehr groBe bayr. 
Ran. escul., 
triage, mager; 
5 Wochen in 
Gefangenschaft 





0,310 g 





i 


Muskel- 
art 
und 

Muskel- 

gewicht 


Sartorius 
-. 
0,259 g 


Sartorius 
B 


0,268 g 


Sartorius 


A 


Sartorius 
B. 
0,310 ¢ 


Sartorius 


A. 
0,348 ¢ 


Sartorius 


Sartorius 
A. 
0,319 ¢ 


Sartorius 
B. 
0,312 ¢g 





Vorbehandlung 


1 Std. in 6fters 
erneuerter bicar- 
bonathaltiger 
Ringerlésung 
ausgewaschen 


erneuerter bicar- 
bonathaltiger 
Ringerlésung 
ausgewaschen 


1/, Std. in 6fters 
gewechselter 
bicarbonatfreier 
Ringerlésung 
ausgewaschen 


gewechselter 
bicarbonatfreier 

Ringerlésung 

ausgewaschen 





'/, Std. in 6fters]} 


Tempe- 
ratur 
des 
Ther- 
mo- 
staten 


1 Std. in Ofters | _ 


18,7° 


18,2° 





























Vabelleiy 
ict 
Art und nes 
Menge a 
der *1n- 
. +1 : zelnen 
jeweiligen At 
Suspensions-|_ “*" 
fliissigkeit | MUDS* 
perioden 
9 eem 60 Min 
bicarbonat- 
haltige 
Ringerlésung 
60 Min. 
60 Min. 
2 ccm 
bicarbonat- 
haltige 
Ringerlésung 60 Min 
30 Min. 
3 ccm 
bicarbonat- 
freie 
Ringerlésung] 9 afi, 
30 Min. 
3 cem 
bicarbonat- 
freie 
Ringerlésung 
80 Min. 









belle 
a) 
7H 8 | 9 | 10 | 1 
Jauer [| Sauerstoffverbrauch - g Muskel und Stunde 
unc 
_ P.O, Ausscheidung in mg °/, der Suspensions- 
elnen fliissigkeit (darunter in eingeklammerten Zahlen) 
~ Erste Letzte Rohrzucker- | Ringer- 
os, Vorperiode | Vorperiode periode periode 
} emnm emm cmm emm 
| [4] 12 
(0,06) 
[1] 28 [2] 125 | (3) 117 | (5) 12 
0 Min (0,08) (0,02) (0,24) (0,01) 
| (6]* 3,7 
(0,0) 
a " oe ee ean Ts - 
0 Min. (1] 32 [4] 1,7 [6] 158 | [6]* 4,6 
(0,14) (0) (0,20) (0) 
a aici cae eae Garena Sammnaten 
0 Min. |} () 51 | [4] 11 | (5) 152 (6}* 2,3 
0,10) | (0) (0,18) (0) 
i ee 2 
4] 59 
| (0,10) 
0 Min. 0) 35 [2] 20 | [3] 138 [5] 12,2 
(0,10) (0,08) (0,30) (0,02) 
[6]° 1,6 
(9) 
| i sic a (4] 8,6 
0 Min. 1) 12,7 iJ 6 Io) Zep [5] 2,6 
(0,10) (0,05) (O,11) | [6] 1,6 
— —— _! nenauenen oun 
oO MinJm® (15,4 | (5) 26 [6} 20 _ 
(0,18) | (0,03) (0,14) 
a. | | 
0 Min 111 =| Bl 20 © | 16) 15,8 ee 
(0,12) | (0,06) | (0,10) 
et 
= - : ; . 
[4] 6,3 
(0,12) 
30 Miu. 4) 14,8 (2] 4,4 | (3) 16 [5] 2.0 
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* Periode 6 am Morgen nach 
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dem Versuchstage 


*Periode6 am Morgen nach 


dem Versuchstage 





*Periode 6 wie im Vers 1. 


Dieser Frosch hatte bei 
d. Tdtung heftige Streck- 
_ krimpfe 





eee renrece eae 


*Periode 6 wie im Vers. 1. 
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1 2 3 4 5 6 
—— Tempe-]| Art und — 
‘ 76 7. > er 
Nr. Beschaffenheit art yy —— ein- 
des der und Vorbehandlung |», a ae zelne 
z 1 Ther- | jeweiligen an 
Versuchs Frésche Muskel- “ > At- 
mere mo- | Suspensions Shc 
8° staten | fliissigkeit 5 a 
perioden 
5 Sehr grobe bayr. 
17. d Ran. escul ‘yg Std. in alton 
(Li. Ges a "? |Sartorius}],. ($i bicar - 
(Proto- | trige, mager; | “9 ogo .. | bicarbonatfreier | 17,8° —_—" 40 Min, 
‘kolls) 5 Wochen in mo" © 1 Ringerlésung ne a 
18. 7.1922] Gefangenschaft - s 
6 Sehr groBe bayr, 
18. d Ran. escul., ‘/, Std. in —_ 
(18. des an. € "y ‘ : /g Std. : 
. Sartorius | ,. : n bicarbonat- 
Proto- | trage, mager: | 9 oz « bicarbonatfreier | 17,8° Suede a1 40 Min. 
kolls) 5 Wochen in “© | Ringerlésung ee 
18. 7. 1922] Gefangenschaft — ™ 
7 Sehr groBe bayr.} oo: — 
(19. des | Ran. escul., g td. in is es 
. 9 membra- | ,-; ‘ ~ eo | bicarbonat- | ,, y- 
Proto- | trage, mager; evened bicarbonatfreier | 17,8 cialis 40 Min. 
kolls) 5 Wochen in | 995, | Ringerlésung es 
18. 7. 1999] Gefangenschaft | “77°? 5 ere 
- Mittelgr. bayr. 18,12 
aa Ran. escul., 50 Minuten in | (1—5) 3 cem 30 Mink 
ia ces | wenig lebhaft. | Sartorius |bicarbonatfreier | 18,40 | bicarbonat- |"... 
vor 14 Tagen | 0,161 ¢ | Ringerlésung | (6—10) freie Min 
0 ae erhaltene ausgewaschen | 18,50 [Ringerlésung} ~~~ 
20. 7. 1922 Sendung (11) 
9 — 
‘ semi- 3 ecm 
(21. des vom Frosch membra- , .  ¢ | bicarbonat- Pa 
Proto- wie 8 nosus 9 —* freie ss 
Bre ws 0,718 g Ringerlésung 
“Q. (. 192 
” 3 ccm 
(22. des Gastro- bicarbonat- : 
Proto- | Wie Versuch 8 | cnemius wie 8 wie 8 er iy wie $ 
_ 87 ¢ : a 
Pe OPSt-g Ringerlisung 
il MittelgroBe Ran. 1 Std. in 
escul., am 28. 7. iiecnianiink. 2920 2 ecm 
(1. des ]1999 in der Um-| Sartorius “winste hi bicarbonat- Min 
Proto- | sshancMenek. 1 0900 & ‘ a bis haltige 60 Min 
. 2 o. a ae Lingerlésnag 20” , . 
kolls) furts gefangen; eA Ringerlésung 





sehr lebhatt 








ausgewaschen 














i 
i 
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belle Mr ortsetzung). 
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Dauer 
der 
ein- 

zelnen 
At- 

mungs. 
periocden 


40 Min] 


if 


40) Min. 


40 Min. 


30 Mins 


gpiite I 
45 Min. 
wie 8 | 


wie $| 


60 Min 
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Sauerstoffverbrauch pro g Muskel und Stunde 


p,0O,; Ausscheidung in mg °/, der Suspensions- 
fliissigkeit (darunter in eingeklammerten Zahlen) 


9 





10 


1] 








drste 
Vorperiode 


emm 


13,7 
0.04) 


| OT 
27,4 
0,03-—-0,06) 


32,1 


45 


Q,0d 


qr 
or 


1, 108,7 


Letzte 


Vorperiode 


cmm 


[2] 7,3 


(0,01—0,02) 


21 30 
[5] 

(0 
[5] 16,4 
17,1 


Rohrzucker- 


periode 
emm 


40) 


‘6! 100 
(0,18) 


[6] 35,7 
[7] OF 


{) aed, 6 
8} 20,7 


11} 182 


Ringer- 
periode 


cmm 


i4)* 84,5 
(0,08 | 


xP ¢ 
[4)* 73,2 
(0,05—0,06 


Bemerkungen 


*Die Phosphorsiureaus- 
scheidung geht schon in 
der niichsten Periode auf 
niedrigste Werte herab; 
der Muskel ist gut er- 
regbar 

*“Die Phosphorsaiureaus- 
scheidung geht schon ‘in 
der 2. nachsten Periode 
wieder auf niedrigste 
Werte herab; der Muskel 
ist gut erregbar 





Die Phosphorsiiureaus- 
scheidung ist in Periode 
1 u. 2 erheblich (flockiger 
Niederschlag) 





t} 27,8 
(0,39) 

y 13,8 
(0,08) 

9} 21 

(10; 20,4 

I) 15,3 





In den Versuchen 9—11 
wurde diePhosphorsaure- 
ausscheidung nicht ge- 
prift 
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Aufenthalt in regelmaiBig gewechselter Ringerlésung fihrt aus- 
nabhmslos in allen Versuchen bei reichlicher Sauerstoffversorgung 
zu einem starken Absinken der Atmung. Dieses Absinken ist 
schon in der unmittelbar auf die erste Ringerperiode folgenden 
stets sehr deutlich; in Versuch 1a sinkt der Sauerstoffverbrauch 
von 28 cmm auf 12,5 cmm (Reihe 8 und 9), in Versuch 2b von 
35 cmm auf 20 cmm, in Versuch 3a von 12,7 cmm auf 6 cmm; 
in Versuch 4b von 14,8 cmm auf 4,4 cmm, in Versuch 5 sogar 
von 13,7 cmm auf eine nicht mehr meBbare GréBe, in Versuch 6 
von 27,4 cmm auf 7,3 cmm; nur in Versuch 7 ist das Absinken 
in der zweiten Periode (von 32,1 cmm auf 30,4 cmm) sehr 
geringfiigig.’) 

In jenen Versuchen, in denen die Muskeln vor der Rohr- 
zuckerbehandlung langere Zeit in 6fters gewechselter Ringer- 
lésung verweilten, tritt das Absinken der Atmung im all- 
gemeinen noch deutlicher hervor (siehe Versuch 1b, in welchem 
in Kolonne 9 der Sauerstoffverbrauch aus dem Atmungsversuch 
wiihrend der vierten 1 stiindigen Periode berechnet ist, Ver- 
suche 2a, vierte Periode, 3b, fiinfte Periode und Versuche 8, 
9, 10, fiinfte Periode, Versuch 11, zehnte Periode). 

In all diesen Versuchen handelte es sich um ein dauerndes 
Absinken, wobei freilich der Grad des Absinkens von Periode 
zu Periode verschieden war. Parallel mit dem Absinken der 
Atmung erfolgte auch ein solches der Phosphorsaureausscheidung. 
In Versuch 7, wo ein sehr groBer Semimembranosus zum Ver- 
suche benutzt wurde, und in der zweiten Ringerperiode kein 
erhebliches Absinken der Atmung eintrat, blieb auch die 
Phosphorsaureausscheidung eine so hohe, da die nephelo- 
metrische Bestimmung unmdglich wurde. 





') Wir verzichten fiir die in der Tabelle 1 zusammengefaBten Ver- 
suche darauf, den Verlauf dieses Absinkens niher zu schildern, werden 
aber fiir weitere Versuche genauere Angaben zu machen haben. 

Wodurch diese auffillig geringfiigige Atmung namentlich in den 
spiiteren Vorperioden in Ringerlésung bedingt wurde, soll erst weiter 
unten erértert werden; hier sei nur nochmals darauf hingewiesen, daB, wic 
aus den eingeklammerten kleinen Zahlen unter der. Atmungswerten in den 
Reihen 8 und 9 ersichtlich ist, mit dem Absinken der Atmung regel- 
miBig auch ein Absinken der Phosphorsiiureausscheidung einhergeht. 
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Die unmittelbar im Anschlu8 an die letzte Ringerperiode 
in isotonischer Rohrzuckerlésung festgestellte Atmung geht aus 
Reihe 10 hervor, in der die GréBe des Sauerstoffiverbrauchs 
durch Fettdruck hervorgehoben ist. Ohne weiteres sieht man, 
da8 im Verhiltnis zur letzten Ringerperiode ein stets erheb- 
licher und oft geradezu gewaltiger Atmungsanstieg erfolgte. 
Der Sauerstoffverbrauch in der ersten Rohrzuckerperiode ist 
seiner absoluten GréSe nach in einigen Versuchen erheblich 
geringer als der von Meyerhof am titigen Muskel beobachtete; 
er gehdrt in den Versuchen 3a, 3b, 4a, 4b, die an alten, stark 
abgemagerten und sehr triigen Laboratoriumsfréschen vor- 
genommen wurden, sogar einer geringeren GréBenordnung als 
die von Meyerhof festgestellte Ruheatmung an. 

In den Versuchen 7, 9 und 10 entspricht er etwa den 
Ruhewerten Meyerhofs, in den ibrigen Versuchen (la, 1b, 
2a, 2b, 5, 6, 8, 11) kommt der in isotonischer Rohrzucker- 
lésung beobachtete Sauerstoffverbrauch den héchsten von 
Meyerhof nach Reizung beobachteten Werten entweder gleich 
(Versuch 8) oder iibertrifft sie sogar erheblich. Namentlich 
sei auf die hohen Werte in den Versuchen 1b, 2a, 2b, 5, 6 
und 11 hingewiesen; in letzterem Versuch betrug der Sauerstoff- 
verbrauch des verwandten Sartorius eines frisch gefangenen 
Frosches pro Gramm und Stunde 182 cmm, also nahezu das 
Doppelte der Atmung eines gereizten Muskels. 

Noch weitaus héhere Werte wurden gerade am Sartorius 
in einem spiiter zu besprechenden Versuche beobachtet. Uberall, 
wo die Phosphorsiureausscheidung des Muskels untersucht 
wurde, sehen wir, daB mit dem Atmungsanstieg in Rohrzucker- 
lésung eine fuferst starke Vermehrung der Phosphorsiure- 
ausscheidung verbunden ist, ganz entsprechend der Erfahrung 
von Embden und Adler). Meist betrigt diese ein Viel- 
faches der in der letzten Ringerperiode beobachteten. 

Bringt man die Muskeln in Ringerlésung zuriick, so sinkt 
die Atmung und mit ihr die Phosphorsiureausscheidung rasch 
wieder ab (Reihe 11). So ist in Versuch la in der unmittelbar 





1) G@. Embden u. E. Adler, Diese Zs, Bd, 118, S. 1 (1922). 
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auf die Rohrzuckerperiode folgenden Ringerperiode der Sauer- 
stoffverbrauch von 117 cmm pro Gramm Muskel und Stunde 
auf 12 cmm abgesunken, ein Wert, der in einer weiteren, un- 
mittelbar folgenden Ringerperiode gleich bleibt. In diesem 
Falle wurde der Muskel iiber Nacht in Ringerlésung bei 
Hisschranktemperatur aufbewahrt. Seine Atmung war am 
naichsten Morgen auf 3,7 cmm pro g Muskel und Stunde ab- 
gesunken. DaB es sich bei diesem starken Abfall nicht um 
ein Absterben des Muskels handelt, war fiir uns schon des- 
wegen sicher, weil in der fraglichen Periode iiberhaupt keine 
erkennbare Phosphorsiuremenge abgegeben wurde, und wird 
an der Hand weiter unten zu schildernder Versuche noch 
naher bewiesen werden. Das Wiederabsinken der Atmung 
in der Ringerperiode nach Rohrzuckerbehandlung tritt nicht 
immer so steli ein, wie in dem 1. Versuch; siehe z. B. Ver- 
suche 2b, 5 und 6. Wurde die Atmung in Ringerlésung, wie 
in Versuch 2b, weiter verfolgt, so zeigte sich aber auch hier 
ein Heruntergehen auf und unter den unmittelbar vor der 
Rohrzuckerbehandlung ermittelten Sauerstoffverbrauch. 

Mehrfach belieBen wir die Muskeln auch eine Reihe von 
Perioden hintereinander in Rohrzuckerlésung; hierbei tritt 
regelmabig ein Wiederabsinken der Atmung ein; z. B. in Ver- 
such 8: Vor der Rohrzuckerbehandlung keine meBbare Atmung, 
in der ersten Rohrzuckerperiode 100 cmm, in der zweiten 
47,5 cmm, in der dritten 30 cmm Sauerstoffverbrauch pro Gramm 
Muskel und Stunde; in Versuch 10: vor der Rohrzucker- 
behandlung 17 cmm, in der ersten Rohrzuckerperiode 36 cmm, 
in der zweiten 26 cmm, in der dritten 21 cmm. 

In den Versuchen 9 und 10 ibertrifft iibrigens der in 
der ersten Ringerperiode wohl noch unter dem EinfluB des 
Praparationsreizes beobachtete Atmungswert den in der ersten 
Rohrzuckerperiode ermittelten, im Gegensatz zu allen iibrigen 
Versuchen. 

Wir sahen oben, da’ nach dem Verbringen eines Rohr- 
zuckermuskels in Ringerlésung mit seiner Atmung auch seine 
Phosphorsiureausscheidung wieder absinkt. 

BelaBt man aber den Muskel langere Zeit in Rohrzucker- 
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lésung, so bleibt dieser Parallelismus zwischen AtmungsgréBe 
und Phosphorsiureausscheidung nicht erhalten; es geht viel- 
mehr aus Versuch 8 und mehreren anderen unten zu _ be- 
sprechenden Versuchen hervor, da trotz Sinkens der Atmung 
die Phosphorsiureausscheidung ansteigt. 

Ehe wir die eben besprochenen Versuchsergebnisse einer 
Deutung unterziehen, wollen wir eine weitere Versuchsreihe 
besprechen, deren wesentliche Resultate in Tab. II zusammen- 
gestellt sind. 

Hier wurden je ein Gastrocnemius, ein Semimembranosus 
und ein Sartorius des gleichen, frisch gefangenen, sehr leb- 
haften Wasserfrosches fiir den Atmungsversuch verwendet. Die 
entsprechenden Muskeln der anderen Seite wurden zunichst 
mit gréBeren Mengen Ringerlésung ausgewaschen, geradeso 
wie die eben genannten Muskeln, und alsdann gleichzeitig mit 
den Atmungsmuskeln in je 2 com Ringerlésung gebracht. Sie 
waren an Platinelektroden, deren obere mit einem Schreib- 
hebel verbunden war, aufgehingt. Ihre Umgebungsfliissigkeit 
(dauernd von Sauerstoff durchperlte Ringer- oder Rohrzucker- 
lésung) wurde stets gleichzeitig mit jener der in den Atmungs- 
gefiBen befindlichen Muskeln gewechselt, so daB sich die zum 
Atmungsversuch benutzten und die Kontrollmuskeln stets unter 
sehr aihnlichen Versuchsbedingungen befanden. 

An den Kontrollmuskeln konnte jederzeit die Reiz- 
schwelle bei Reizung mit Einzelinduktionsschligen festgestellt 
werden. Die so gewonnenen Ergebnisse waren bei der Gleich- 
heit der Versuchsanordnung wenigstens einigermaBen auf dic 
in den AtmungsgefaiBen befindlichen Muskeln itibertragbar. 

In den Reihen 8, 4 und 5 geben die nicht eingeklammerten 
Zahlen den Sauerstoffverbrauch des Gastrocnemius, des Semi- 
membranosus und Sartorius in Kubikmillimeter pro Gramm 
Muskel und Stunde wieder. 

Aus den darunter stehenden eingeklammerten Zahlen ist 
die dazugehirige Phosphorsiureausscheidung ersichtlich. Die 
Perioden, in denen die Phosphorsiureausscheidung bestimmt 
wurde, stimmen ebensowenig wie in den friiheren Versuchen 
mit den Atmungsperioden vollig iiberein. Die Phosphorsiure- 
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Tabelle 2. 
Versuch 12 (Nr. 70 des Protokolls) 4. und 5. 9. 1922. 
1 2 cde a ee 8 J 
Atmung pro ¢ und Stunde 
8 in emm Q,. rene eee eae 
eS Phosphorsiure- K se i ag 
5 a a ry ontrollmuskeln als 
- . doy | ausscheidung in mg °/, der . 
— | Dauer dex sid Rollenabstand in em “nae 
ms tied Ringerlésung Bemerkungen 
© sca (darunter eingeklammert) 
‘= 
= Gastro- |Semimem- Sar- 
A cnemius | branosus torius}Gastr, Sem. Sart. 
0,692¢  0,535¢ 0,130¢ 
1 1 #5245 68,6 78,4 94,3 | 13 14 14 Temperatur 18°, 
(0,20) (0,32) (0,14) 
2} gr—a4t 45,4 58,1 13,7 
(0,08) (0,24) (0,03) 
g | 50530 41,2 52,4 | 16,6 
(0,06) (0,14) (0,01) 
4] 669 80,7 43,3 8,7 
(0,05) (0,08) (Q) 
5 6°5—7?5 29,1 39,7 5,5 
(0,04) (0,07 (QO) 
6 752-932 175.7 145 416 12 12 11 Nach 15 Min. in 
(0,15) (0,16) (0,09) isot. Rohrz.-L. 
v - ae Jab 91,2 296 | 10 9  gelihmt} Nach 45 Min. in 
(0,16) (0,20) (0,24) isot. Rohrz.-L. 
9 6  gelahmt] Nach 75 Min. in 
isot. Robhrz.-L. 
8,2 4.5 gelihmt|] Nach 100 Min. in 
isot. Rohrz.-L. 
gs} 9% —10° 47,7 59.9 42,1 | 12,8 | 11,0 14 |In Ringer-Lsg. 
(0,10) (0,18) 
9; 10%—11" 35,5 50,8 14,7 
(0,05 (O06 (0,02) 
). 9. 1922") *) Die Organe 
“se taal! ; wurden in derf 
10 10 16 36,3 $0 14,7 Nacht auf Eis} 
11 | 10%—11% 30,9 38,4 36,6 in O, gesiittigter 
Ringer - Lésung 
¢ 09___ 4900 99 2Q 3 a] 
12 i 11 12 29,1 38.4 0,0 auf bewahrt. 
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der Periode 


Nr. 


16 

















Atmung pro g und Stunde 
in emm Q,. 
hig Reizschwelle der 
FIIs oanasne p< aa Kontrollmuskeln als 
Dauer der }° : ie nS /o Rollenabstand in cm 
Teka Ringerlésung Bemerkungen. 
(darunter eingeklammert) 
Gastro- |Semimem-| Sar- 
cnemius : branosus | torius}@astr.. Sem. Sart. 
0,692¢ | 0,535¢ |0,130¢g | | 
— — i ie a Sa ¥ = a — an —- 
12°19 140 | 1571 | 3004] 12,8 12,8 12,8 |Nach 1 Min. in 
| Rohrz.- Lsg. 
12,4 {| 10,5 4.0 }|Nach 15 Min. in 
Rohrz.-Lsg. 
11 8.5 2,5 |Nach 30 Min. in 
Rohrz.-Lsg. 
124°" 117 1046 269.3) 9 6 1 Nach 60 Min. in 
Rohrz.-Lsg. 
Nach 75 Min. in 
Rohrz.-Lsg. 
jo 40 102 93,3 162.9) 9 2 0,5 |In den Perioden 
, “ , | 13—16 wurde 
19.9" 9 60,4 108 die Ringer-Lesg. 
nicht gewech- 
selt. 


ausscheidung ist auch hier nicht auf das Muskelgewicht um- 
gerechnet, sondern in Milligrammprozent der Ringerlésung 
angegeben. 

Stets wurden die einzelnen Atmungsperioden an den drei 
Muskeln gleichzeitig begonnen und unterbrochen; die ersten 
beiden dauerten je 60, die folgenden je 30 Minuten, die letzte 
wieder 60 Minuten. 

Man sieht, daB der Sauerstoffverbrauch in Ringerlésung 
pro Gramm Muskel ‘und Stunde zuniichst am stirksten beim 
Sartorius ist; doch sinkt er hier am raschesten ab. Das Ab- 
sinken der Atmung von Periode zu Periode ist auch an den 
beiden anderen Muskeln erkennbar. 

Aus der fiinften Atmungsperiode berechnet sich fiir den 
Gastrocnemius ein Sauerstoffverbrauch von 29,1 cmm, fiir den 
Semimembranosus von 39,7 cmm, fiir den Sartorius von 5,5 cmm. 
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Nunmehr wurde iiberall die Ringerlésung durch Rohrzucker- 
lésung ersetzt. 

Auf Grund des ersten Atmungsversuches in Rohrzucker, 
der 27 Minuten spiter begann, berechnet sich fiir den Gastro- 
cnemius ein Anstieg des Sauerstofiverbrauchs auf nahezu 176cmm 
fiir den Semimembranosus auf 145 cmm und fir den Sartorius 
auf nicht weniger als 416 cmm. 

In der zweiten Periode in erneuerter Rohrzuckerlésung 
fand ein starkes Wiederabsinken der Atmung statt, wie im 
einzelnen aus der Tabelle hervorgeht. 

Verfolgen wir den Verlauf der Phosphorsiiureausscheidung 
in den einzelnen Versuchen, so sehen wir, daB diese bei 
lingerem Aufenthalt in Ringerlésung mehr und mehr abfiailt. 
Sie ist zuniichst — auf das Muskelgewicht bezogen — ebenso 
wie die Atmung, weitaus am stirksten beim Sartorius und 
sinkt gerade so wie die Atmung an diesem Muskel am raschesten 
ab, um in der 4. Periode iiberhaupt nicht mehr erkennbar zu 
sein. Die Uberfiihrung in Rohrzuckerliésung fiihrt an allen 
Muskeln zu einem stark vermehrten Phosphorsdureaustritt. 
Der Gastrocnemius gibt in der zweiten Rohrzuckerperiode 
kaum mehr Phosphorsiure ab als in der ersten, waihrend der 
weitere Anstieg der Phosphorsiiureausscheidung in dieser Periode 
am Semimembranosus deutlich und am Sartorius sehr be- 
trichtlich ist. 

Nach der zweiten Rohrzuckerperiode kamen die Muskeln 
wieder in Ringerlésung zuriick. Die Atmung zeigt in der 
ersten und zweiten Ringerperiode eine weitere starke Abnahme, 
ebenso sank auch die Phosphorsiiureausscheidung ab. 

Abends wurden die Muskeln in Kélbchen mit sauerstoff- 
cesiittigter Ringerlésung iibertiihrt und itiber Nacht im Kis- 
schrank aufbewahrt. Die Fortsetzung des Versuchs am niachsten 
Morgen fiihrte am Gastrocnemius und am Sartorius zu einem 
sehr ihnlichen Sauerstoffverbrauch wie in der letzten Periode 
des Vorabends: am Semimembranosus war der Sauerstoff- 
verbrauch etwas abgesunken. In den nachsten Ringerperioden 
finderte sich die Atmung des Gastrocnemius und Semimem- 
branosus nicht sehr wesentlich. Die drei Atmungsbestimmungen 
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wurden iibrigens unmittelbar hintereinander, ohne Wechsel der 
Ringerlésung vorgenommen. 

Nunmehr (Periode 13) kamen die Muskeln wieder in Rohr- 
zuckerlésung, in der wieder ein starker Atmungsanstieg zu 
beobachten war, der am Gastrocnemius und Sartorius wesentlich 
niedriger, am Semimembranosus aber etwas hoher als in der 
ersten Rohrzuckerperiode des Vortages war. 

Der weitere Verlauf der Atmung in nicht gewechselter 
Rohrzuckerlésung ist ohne weiteres aus der Tabelle ersichtlich; 
man bemerkt, daB iiberall die Atmung bis zum Abbruch des 
Versuchs mehr und mehr absinkt. 

In den Reihen 6, 7 und 8 ist fiir die Kontrollmuskeln 
der Rollenabstand der bei Verwendung von Einzelinduktions- 
schlagen zur Erzielung einer gerade merklichen Kontraktion 
notwendig war, angegeben. Man sieht, daB zu Beginn des 
Aufenthalts in Ringerlésung dieser Rollenabstand fir alle drei 
Muskeln ein sehr ‘hnlicher ist. Die Rohrzuckerbehandlung 
fiihrte schon nach 45 Minuten beim Sartorius auch fiir den 
Rollenabstand 0 zu vollstindiger Lihmung. Bei den anderen 
Muskeln erfolgte wiihrend ihres 100 Minuten langen Aufenthalts 
in Rohrzuckerlésung nur eine Verminderung der Schwellen- 
erregbarkeit, welche beim Gastrocnemius wesentlich geringer 
als beim Semimembranosus war, ganz entsprechend einer 
friiheren Feststellung von Hans Behrendt?), nach der der 
erstere Muskel stets spiiter als der letztere in isotonischer 
Rohrzuckerlésung gelihmt wird. 

Schon nach 10 Minuten langem Aufenthalt in Ringerlésung 
hatte der Sartorius vollstiindig seine urspriingliche Erregbar- 
keit erreicht, und auch die Erregbarkeit der beiden anderen 
Muskeln war weitgehend wieder hergestellt. 

Man sieht daraus, daB durch die erste Rohrzuckerbehand- 
lung keineswegs eine schwere Schiidigung der Muskeln ein- 
getreten war. Der zweite Rohrzuckeraufenthalt am nichsten 
Morgen fiihrte zu einem rascheren Absinken der Erregbarkeit 
als am Vortage; freilich blieb jetzt auch der Sartorius wahrend 





') H. Behrendt, Diese Zs. Bd. 118, 8. 145 (1922). 
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der ganzen 75 Minuten dauernden Einwirkung des Rohrzuckers 
noch erregbar. 

Aus der Gesamtheit der geschilderten Versuche geht aufs 
klarste der atmungssteigernde EinfluB des Aufenthalts von 
Muskeln in isotonischer Rohrzuckerlisung hervor, wobei zum 
Teil so hohe Werte erreicht wurden, wie sie beim arbeitenden 
Muskel auch nicht annihernd zur Beobachtung gelangten. 

Der Anstieg des Sauerstoffverbrauchs beim Verbringen eines 
gut ausgeruhten Muskels aus sauerstoffgesittigter Ringerlésung 
in Rohrzuckerlésung erscheint um so betriichtlicher, als die 
Ruheatmung in Ringerlésung in unseren Versuchen auffillig 
geringe Werte aufwies. 

Ist es nun moglich, die Atmungssteigerung des gereizten 
Muskels und jene des Rohrzuckermuskels von einheitlichen 
Gesichtspunkten aus zu erkliren? 

Gemeinsam ist dem Zustand des Muskels nach ermiidender 
Reizung und seinem Verhalten in isotonischer Rohrzuckerlésung 
der Anstieg der Durchlissigkeit von Muskelfasergrenzschichten, 
die im Ruhezustande nur eine geringe Permeabilitaét aufweisen; 
daher liegt es gewiB nahe, die Atmungssteigerung fir beide 
Falle unmittelbar auf diese quellungsartigen Verinderungen 
eben jener Grenzschichten zuriickzufiihren. 

In einer vorausgehenden Mitteilung von Embden und 
Lawaczeck?*) wurde der Nachweis versucht, daB das, was wir 
bis dahin ohne bestimmte anatomische Beziehung nur mit 
Riicksicht auf seine physiologische Funktion als Muskelfaser- 
grenzschicht bezeichneten, nichts anderes sei als das Sarko- 
plasma, und die eben beziiglich der Lokalisation der Atmung 
ausgesprochene Anschauung wiirde also besagen, daB als Ort 
der Muskelatmung das Sarkoplasma anzusehen ist. 

Diese Anschauung gewinnt auBerordentlich an Wahr- 
scheinlichkeit, wenn man den Reichtum an Phosphatiden und 
an Cholesterin ins Auge faBt, der allem Anschein nach gerade 
dem Sarkoplasma eigen ist. 





') G@. Embden u. H. Lawacaeck, Diese Zs. Bd. 125, 8. 199 (1928). 
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In der der vorliegenden unmittelbar vorangehenden Arbeit }) 
konnte der Nachweis erbracht werden, daB die schon seit 
Thunbergs, sowie Warburgs und Meyerhofs Untersuchungen 
bekannte leichte Oxydierbarkeit des Lecithins in Gegenwart 
von Hisen durch wechselnde Zusitze von Cholesterin ent- 
scheidend beeinflu8t werden kann. Schon das iiuBere Verhalten 
der kolloidalen Lecithin-Cholesterinmischungen spricht dafiir, 
daB es sich bei der je nach den Versuchsbedingungen steigernden 
oder hemmenden Wirkung, die das Cholesterin auf die ,,Le- 
cithinatmung“ ausiibt, um Beeinflussungen gerade des Kolloid- 
zustandes des Lecithins handelt. 

Es wire sehr wohl denkbar, daB bei den quellungsartigen 
Veriinderungen der Muskelfasergrenzschichten, wie sie sowohl 
durch die Muskelermiidung wie namentlich auch in isotonischer 
Rohrzuckerlésung auftreten, es zu einer mit Atmungssteigerung 
verbundenen Beeinflussung des kolloidalen Zustandes gerade 
des Lecithins kommt. 

Wie dem aber auch sein mag, der Verlauf unserer Rohr- 
zuckerversuche scheint uns durchaus beweisend dafiir zu sein, 
daB Atmungssteigerung des Muskels durch quellungsartige Ver- 
anderung des Kolloidzustandes der héchstwahrscheinlich mit 
dem Sarkoplasma identischen Grenzschichten hervorgerufen 
werden kann, und alles spricht dafiir, daB nicht nur bei der 
Rohrzuckereinwirkung, sondern auch bei der Muskelarbeit der 
Angrifispunkt fiir die Atmungssteigerung im Sarkoplasma liegt, 


ja, daB dariiber hinaus eben das Sarkoplasma als Ort der 


Muskelatmung anzusehen ist. 

Hiernach wiirde alsodie Atmung des Skelettmuskels 
ebenso im Sarkoplasma lokalisiert sein, wie offenbar 
als Ort der Kontraktion die Fibrillen anzusehen sind. 

Auffillig mag es erscheinen, daB mit linger dauernder 
Kinwirkung der Rohrzuckerlisung, wenigstens wenn man die 
Phosphorsiureausscheidung des Muskels zum Ma8stab nimmt, 
allem Anschein nach eine Zunahme der Quellung eintritt, der 
Sauerstofiverbrauch des Muskels jedoch nicht weiter ansteigt, 


') Hermann Langeu. H. Lawaezeck, Diese Zs, Bd. 125, S. 248 
(1923). 
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vielmehr bald abzusinken beginnt. Vielleicht liegt das einfach 
daran, da bei einem bestimmten Grad quellungsartiger Ver- 
iinderung des Sarkoplasmas das Maximum des Sauerstofiver- 
brauchs vorhanden ist, und da8 weiterer Anstieg der Quellung 
an sich wieder zu einer Verminderung der Atmung fiihrt. 

Ganz ihnliche Verhiltnisse scheinen iibrigens auch bei 
jener Atmungssteigerung des Muskels vorzuliegen, die durch 
seine Siuerung bei der Tiitigkeit oder nach Zerkleinerung 
verursacht wird. Namentlich nach Zerschneidung sehen wir 
zunichst einen miichtigen Anstieg des Sauerstoffverbrauchs, 
der aber bald von einem Absinken, ja von einem volligen Aui- 
héren der Atmung gefolgt ist, wihrend die chemische Analyse 
ergibt, daB die Siurebildung — wenigstens jene von an- 
organischer Phosphorsiure — im zerkleinerten Muskel dauernd 
zunimmt. 

Wir haben zum Teil bereits gesehen, daB der Perme- 
abilitiitszustand der Grenzschichten und die Muskelatmung beim 
Aufenthalt des ruhenden Muskels in sauerstoftversorgter Ringer- 
lésung derart miteinander verkniipft sind, da& Verminderung der 
Durchlissigkeit mit einem Sinken der Atmung, Steigerung der 
Durchlissigkeit mit einem Ansteigen einhergeht. Aber auch 
hier hegt das Maximum der Atmung keineswegs beim Perme- 
abilititsmaximum, wie wir weiter unten noch erfahren werden. 

Bei der bisherigen Erérterung haben wir angenommen, 
daB die quellungsartige Durchlissigkeitssteigerung der Grenz- 
schichten in Rohrzuckerlésung unmittelbar durch die Rohr- 
zuckerlésung selbst oder richtiger durch das Fehlen von Elek- 
trolyten verursacht wird. An sich wiire es freilich auch denkbar, 
daB der Mechanismus der Atmungssteigerung in Rohrzucker 
ein weniger direkter sei und etwa in der Art sich abspielte, 
daB eine vermehrte intramuskulire Siurebildung in isotonischer 
Rohrzuckerlésung ihrerseits die Atmungssteigerung herbeifiihrt. 
Sehr wahrscheinlich erscheint uns diese — iibrigens einer ex- 
perimentellen Priifung zugaingliche — Moglichkeit nicht, weil 
die Rohrzuckerlihmung mit weitaus stiirkerer Permeabilitats- 
steigerung verbunden ist, als wir sie im Gefolge der Saure- 
bildung nach intensivster Muskelreizung sehen und weil nach 
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Zuriickbringen des Muskels in Ringerlésung die simtlichen Er- 
scheinungen der Rohrzuckerlihmung weitaus rascher und voll- 
stiindiger zuriickgehen als die Ermiidungserscheinungen, welche 
als Folge gesteigerter intramuskulirer Siurebildung aufzu- 
fassen sind.?) 

Wir erwihnten bereits wiederholt, daB beim Aufenthalt 
des ruhenden Muskels in sauerstofiversorgter Ringerlésung 
rasch ein starkes Absinken der Atmung erfolgt, wobei schlieBlich 
auBerordentlich niedrige Werte erreicht werden, ja, die ur- 
spriinglich sehr erhebliche Atmung bei Einhaltung gleich langer 
Versuchsperioden unmeBbar klein wird. Dabei sind derartige 
Muskeln in ausgezeichneter Weise erregbar und zeigen iuBerst 
geringfiigige Phosphorsiureausscheidung, beides Anzeichen dafiir, 
daB die starke Atmungsminderung keineswegs etwa als Ab- 
sterbeerscheinung aufzufassen ist. Diese Moéglichkeit wird ja 
auch dadurch ausgeschlossen, daB ein derartiger Muskel jeder- 
zeit durch atmungssteigernde Hinfliisse wie Reizung oder Ver- 
bringung in isotonische Rohrzuckerlésung in einen Zustand 
stirkster Atmung versetzt werden kann. 

Wenn in unseren Versuchen bei der Atmung des ruhenden 
Muskels in Ringerlésung zum Teil sehr viel geringere Atmungs- 
werte gefunden wurden, als z. B. in den Arbeiten Meyerhofs, 
so hangt das gewiB in einer Reihe von Fallen damit zusammen, dai 
wir die Muskeln von alten, lange Zeit im Institut aufbewahrten 
Tieren verwandten, bei denen bekanntlich regelmiBig der Sauer- 
stofiverbrauch vermindert ist. Aber auch bei Verwendung von 
Muskeln frisch gefangener Frische gelangten namentlich am 
Sartorius auffallig geringe Atmungswerte zur Beobachtung. 

Die Erklarung hierfiir dirfte darin zu suchen sein, dab 
beim Aufenthalt in Ringerlésung die allem Anschein nach auch 
beim ruhenden Muskel sich in den interfibrilliren Riaiumen 
anhdufenden Stoffwechselprodukte (insbesondere auch diejenigen 





) Hierbei soll natiirlich keineswegs in Abrede gestellt werden, dab 
beim Aufenthalt in der elektrolytfreien Rohrzuckerlésung die fiir die 
Atmung in Frage kommenden Grenzschichten schon bei geringeren Siure- 
konzentrationen der Quellung zugiinglich sein kénnten, als beim Auf- 
enthalt in dem die normalen Elektrolyte enthaitenden Medium. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie. CXXY. 19 
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saurer Natur) entfernt oder doch stark verdiinnt werden, was 
beim Aufenthalt in Sauerstoff natiirlich nicht der Fall ist. 

Es handelt sich im Wesen offenbar um ganz ihnliche Ver- 
hiltnisse wie sie fiir den arbeitenden Muskel schon von Embden 
und Adler‘) untersucht wurden, welche die leichtere Ermiid- 
barkeit und den stirkeren Permeabilititszustand von _,,Luft«- 
Muskeln im Vergleich mit Ringermuskeln auf die Anhiufung 
der bei der Tatigkeit vom Muskel ausgeschiedenen Siauren 
(und vielleicht auch von anderen Stoffwechselprodukten) zuriick- 
fiihren konnten. 

Die gleichen Autoren konnten bereits dartun, daB bei 
lingerem Aufenthalt auch des ruhenden Muskels in sauerstoff- 
gesittigter Ringerlésung nach anfanglichem Absinken der 
Permeabilitaét schlieBlich eine immer starkere Permeabilitits- 
steigerung sich zeigt, bis, oft ziemlich plétzlich, eine maximale 
Phosphorsiureausscheidung als sicheres Zeichen des erfolgten 
oder unmittelbar bevorstehenden Absterbens des Muskels eintritt. 

Ganz entsprechend diesem Verhalten der Permeabilitiit 
konnten wir in Versuchen, von deren genauerer Schilderung 
an dieser Stelle abgesehen sei, feststellen, daB am ruhenden 
Muskel in Ringerlésung dem Stadium minimaler Atmung ein 
solches des spontanen Wiederanstiegs folgt. Ofter tritt dieser 
bisweilen sehr starke Anstieg ganz plotzlich ein, um regelmaBig 
einem raschen Wiederabsinken bzw. dem Aufhéren der Atmung 
Platz zu machen. 

Allem Anschein nach handelt es sich hier um einen pri- 
mortalen Atmungsanstieg, der durch quellungsartige Verainderung 
der Muskelfasergrenzschichten verursacht ist. Das rasche 
Wiederaufhéren der Atmungssteigerung erinnert an das Ver- 
halten der Muskeln beim langeren Aufenthalt in isotonischer Rohr- 
zuckerlésung. Hier wie dort sinkt die Atmung ab, trotzdem die in 
vermehrter Phosphorsiureausscheidung sich auBernde quellungs- 
artige Verinderung der Grenzschichten dauernd zunimmt. 

Wir gelangten oben auf Grund unserer Beobachtungen 
iiber die Muskelatmung in isotonischer Rohrzuckerlésung zu 





')G. Embden u. E. Adler, ava, O. 
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der Anschauung, daB als der Ort der Muskelatmung das Sarko- 
plasma, d. h. die die Fibrillen umkleidende, nach aufen ge- 
legene Schicht anzusehen sei. Gerade diese oberflichliche Lage 
des Sarkoplasmas erméglicht nach unseren Vorstellungen seine 
unmittelbare Beeinflussung durch die Umgebungsfliissigkeit. 

Die Anordnung des Sarkoplasmas nach au8en zu ist allem 
Anschein nach durch die Besonderheiten gerade der Muskel- 
funktion bedingt; und von vornherein erschien es daher als 
wahrscheinlich, da& andere Organe nicht ohne weiteres durch 
Verbringen in Rohrzuckerlésung zu vermehrter Atmung gebracht 
werden kénnten. Unsere Vermutung bestiitigte sich in Ver- 
suchen an der Froschniere und -Leber durchaus. Die nament- 
lich an der Niere bekanntlich auBerordentlich konstante At- 
mung wurde auch bei lingerem Aufenthalt in isotonischer 
Rohrzuckerlésung entweder gar nicht oder im Sinne eines gering- 
figigen Absinkens beeinfluBt. Ahnlich lagen die Verhiiltnisse 
an der Leber. 

Wenn wir nicht annehmen wollen, daB der Mechanismus 
der Nieren- (und auch der Leber-)Atmung von dem der Muskel- 
atmung vollig verschieden ist, so diirfte in dieser Beobachtung 
ein Hinweis darauf liegen, dai die atmenden Elemente in den 
Zellen der genannten Organe mehr nach innen als beim Muskel 
gelegen sind. 

Fiir die Leberzellen konnte in der Tat schon vor laingerer 
Zeit Otto Warburg die Existenz von atmenden, nach Zell- 
zerstérung bis zu einem gewissen Grade isolierbaren, granula- 
artigen Gebilden dartun. 

Gerade in diesem vollig verschiedenartigen Verhalten der 
Muskulatur einerseits, der Leber und Niere andererseits sehen 
wir eine weitere gewichtige Stiitze unserer oben entwickelten 
Anschauungen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Verbringt man einen ruhenden Muskel, dessen Atmung 
in sauerstoffversorgter Ringerlésung stark abgesunken ist, in 
isotonische Rohrzuckerlésung, so tritt ein starker Anstieg seines 
Sauerstoffverbrauchs ein. 

19* 
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2. Diese Steigerung des Sauerstofiverbrauchs kann Werte 
erreichen, welche die nach Muskelarbeit beobachteten weit 
iibertreffen und den an zerkleinerter Muskulatur von Meyer- 
hof gefundenen gleichkommen. 

3. Im Gegensatz zur zerkleinerten Muskulatur wird der 
Muskel durch den Aufenthalt in Rohrzuckerlésung, wenn er 
nicht gar zu lange fortgesetzt wird, keineswegs dauernd in 
seiner Atmungsfaihigkeit geschadigt. 

4. Nach dem Zuriickbringen in Ringerlésung tritt vane 
Wiederabsinken der Atmung auf die urspriinglichen Werte ein; 
erneutes Verbringen in Rohrzuckerlésung fithrt zu erneutem 
Atmungsanstieg. 

5. Allem Anschein nach ist der Atmungsanstieg in iso- 
tonischer Rohrzuckerlésung bedingt durch quellungsartige Ver- 
anderungen, die beim Rohrzuckeraufenthalt an gewissen, héchst- 
wahbrscheinlich mit dem Sarkoplasma identischen, Grenzschichten 
auftreten und in Steigerung der Phosphorsiureausscheidung 
ihren Ausdruck finden. Hiernach ist also der jeweilige Sauer- 
stoffverbrauch von dem jeweiligen (Quellungzustand 
des Sarkoplasmas abhingig, und das Sarkoplasma 
ist als der wesentliche Ort der Muskelatmung an- 
zusehen. 

6. Der Atmungsanstieg bei der quellungsartigen Ver- 
inderung der Grenzschichten in Rohrzuckerlésung erreicht bei 


einem gewissen Quellungsgrade sein Maximum; Uberschreiten — 


dieses Quellungsgrades ist mit Wiederabsinken der Atmung 
verbunden. 

Hiernach existiert fiir die Atmung ein Quellungs- 
optimum des Sarkoplasmas. 


7. Der Aufenthalt von ruhenden Skelettmuskeln in 6fters 
erneuerter, sauerstofigesattigter Ringerlisung fiihrt zunichst zu 


starkem Absinken der Atmung, dem die an der Hand der 


Phosphorsiureausscheidung beurteilte Verminderung der Perme- 
abilitat der Muskelfasergrenzschichten parallel geht. Spiterhin, 
in besonders ausgepragter und plétzlicher Weise kurz vor dem 


Absterben des Muskels, kommt es zum Wiederanstieg - der 


Durchlissigkeit und damit auch der Atmung. Diese Erschei- 
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nungen werden ganz 4hnlich wie das Verhalten der Atmung 
in Rohrzuckerlésung gedeutet. 

8. Im Gegensatz zum Verhalten des Skelettmuskels zeigen 
Niere und Leber beim Aufenthalt in Rohrzuckerlésung durchaus 
keinen Atmungsanstieg. An der Niere konnte eher ein geringes 
Absinken der Atmung beobachtet werden. 

Hierdurch wird es wahrscheinlich, dab die atmenden 
Elemente der Leber- und Nierenzellen weiter nach innen als 
das oberflachlich angeordnete Sarkoplasma der Muskeln ge- 
legen und daher dem quellenden EKinfluB des Aufenthaltes in 
isotonischer Rohrzuckerlésung nicht ohne weiteres zugang- 
lich sind. 
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Zur Darstellung und Bestimmung der Guanylsdure: die 
Léslichkeit des guanylsauren Natriums in Salzlisungen 
und Wasser. 


R. Feulgen und H. Rossenbeck. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Giefen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Oktober 1922.) 


Vor einiger Zeit hat Feulgen’) ein charakteristisches 
Verhalten des guanylsauren Natriums mitgeteilt, das auf der 
Schwerlislichkeit dieses Kérpers in Natriumacetatlisungen 
beruht. Diese Eigentiimlichkeit wurde von Feulgen zur 
Ausarbeitung der ,,Natriumacetatmethode“ benutzt, die ge- 
stattet, das guanylsaure Natrium von den Natriumsalzen anderer 
Nucleinsauren oder Nucleotiden zu trennen und ersteren Koérper 
rein darstellen, zumal es leicht méglich war, das guanylsaure 
Natrium aus heiBen Natriumacetatlésungen durch einfaches 
Abkiihlen umzuscheiden, da es in der Hitze sehr viel leichter 
léslich ist. Es war nun von Interesse, den Grad der Léslichkeit 
des guanylsauren Natriums in Wasser und vor allem in Salz- 
lésungen zu erfahren, um einen Uberblick iiber die quantitativen 
Grenzen der Natriumacetatmethode zu gewinnen. 

Zur Priifung der Léslichkeit des guanylsauren Natriums 
in Salzlésungen wurde der Kérper in so viel der zu unter- 
suchenden Liésung bei gelinder Wirme gelést, daB beim Ab- 





1) R. Feulgen, Uber die Guanylsiure, ibre Darstellung und Fill- 
barkeit. Diese Zs. Bd. 106, S. 249 (1919); Neue Darstellungsmethoden 
von Nucleinsiuren. I. Mitt. Die Darstellung der Guanylsiure als kry- 
stallisierendes Natriumsalz. Diese Zs. Bd. 111, S. 257 (1920). 
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kiihlen auf die Versuchstemperatur (20,0°) ein kleiner Uberschub 
sich ausschied; nach mebhrstiindigem Verweilen im Thermo- 
staten bei 20,0° wurde filtriert, mit der Pipette eine geeignete 
Menge des Filtrates entnommen, nach Kjeldahl der Stickstoff 
darin bestimmt und aus den Stickstoffwerten die Menge der 
gelésten Substanz in Prozenten berechnet. Die Léslichkeits- 
bestimmungen kénnen also hinsichtlich der Genauigkeit nicht 
den Charakter physikalisch-chemischer Konstanten haben, 
sondern sollen, wie erwihnt, zur Erkennung der quantitativen 
(grenzen der Natriumacetatmethode dienen. 

Von anderen Salzen wurde Natriumchlorid in den Bereich der 
Untersuchungen einbezogen; Salze mit anderen Kationen wurden 
wegen der Méglichkeit eines Ionenaustausches vermieden. Von 
Interesse wiren noch Natriumsalze mit mehrwertigen Anionen 
gewesen; aus Mangel an kostbarem Material muften wir diese 
Versuche vorliufig zuriickstellen. Wie zu erwarten war, ver- 
hielten sich Natriumchloridlésungen fhnlich wie solche von 
Natriumacetat. Bei héheren Konzentrationen fallen die Lés- 
lichkeitsversuche mit den beiden Salzlésungen gleicher molarer 
Konzentration (4) etwas zugunsten des Natriumacetats aus 
insofern, als guanylsaures Natrium in Natriumacetatlésungen 
von der molaren Konzentration 4 zu 0,1°,,, in Kochsalzlésungen 
der gleichen molaren Konzentration zu 0,2 bis 0,3°/, léslich 
ist. Aber selbst wenn die Abscheidung des guanylsauren 
Natriums mit Natriumacetat ungiinstiger wire als mit anderen 
Salzen, so wiirde das erstere dennoch den Vorzug verdienen, 
weil Natriumacetat wegen seiner Alkoholléslichkeit leicht aus 
dem abfiltrierten guanylsauren Natrium mit Alkohol heraus- 
gewaschen werden kann; und eine noch weitgehendere Be- 
frelung von dem Salze macht keine Schwierigkeit, wenn man 
das Priparat in warmem Wasser lést und mit Alkohol wieder 
austallt. 

Das guanylsaure Natrium ist in reinem Wasser von 20° 
keineswegs leicht und nur zu ungefahr 3°/, léslich. Auf Zusatz 
von steigenden Natriumacetatmengen sinkt die Léslichkeit, bis 
sie bei einer molaren Konzentration von 4 etwa 0,1°/, be- 
tragt. 






























286 R, Feulgen und H. Rossenbeck, 


Vor einiger Zeit hat Feulgen’) nachgewiesen, daB die 
Gcuanylsdure in der Pankreasdriise des Rindes mit einer Nuclein- 
siure vom Typus der Thymonucleinsiure gepaart als sog. 
Guanylnucleinsiure vorkommt. Bei der Darstellung der Guany!- 
siure aus der Pankreasdriise*) hat also stets zuvor eine alka- 
lische Hydrolyse stattzufinden, um die Guanylnucleinsiure 
aufzuspalten, und dann wird die Trennung der Guanylsiure 
von ihrem Paarling erforderlich. Zur Trennung wurde von 
Feulgen die Natriumacetatmethode benutzt. Um wichtige 
stéchiometrische Fragen beantworten zu kénnen, ware es 
dringend erwiinscht zu erfahren, ob die Gegenwart von b-thymo- 
nucleinsaurem Natrium die quantitativen Grenzen der Ab- 
scheidungsmethode verschiebt, oder, mit anderen Worten, die 
Léslichkeit des guanylsauren Natriums in Natriumacetatlisungen 
beeinfluBt. Um diese Frage zu beantworten, haben wir in 
einer Natriumacetatlésung von der molaren Konzentration 2 
10°/, b-thymonucleinsaures Natrium aufgelést und das Ver- 
halten einer derartigen Lésung zu guanylsaurem Natrium ge- 
prift. Wegen des dominierenden Vorkommens der stickstoft- 
reichen Thymonucleinsiure konnte uns eine Stickstoffbestim- 
mung natiirlich keinen Aufschlu8 mehr iiber die Léslichkeit 
des guanylsauren Natriums geben; wir begniigten uns daher 
mit einem annihernden Verfahren und gingen folgendermaBen 
vor: Wir iibergossen 0,043 g guanylsaures Natrium in einem 
Reagensglase zunichst mit wenig der erwahnten Liésung und 
setzten bei 20° vorsichtig und im Verlaufe lingerer Zeit soviel 
von der nucleinsiurehaltigen Natriumacetatlésung hinzu, bis 
eben alles gelést war. Dieser Punkt war nicht gerade scharf 
zu erkennen. Wir brauchten hierzu annihernd 18 ccm, woraus 
sich eine Léslichkeit von rund 0,24°/, ergibt. Reine Natrium- 
acetatlésungen derselben Konzentration lésen 0,2°/,. Aus 
diesem Versuche geht mit geniigender Kindeutigkeit hervor, 





'' R. Feulgen, Uber eine zusammengesetzte Nucleinsiiure. Diese 
Zs. Bd. 108, S. 147 (1919); Uber die Guanylnucleinsiiure. Diese Zs. 
Bd. 128, S. 145 (1922). 

4) R. Feulgen, Neue Darstellungsmethoden yon Nucleinsiuren. 
Diese Zs. Bd. 111, S. 257 (1920). 
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988 Feulgen u, Rossenbeck, Darst. u. Bestimmung d. Guanylsiure. 


daB die Anwesenheit von b-thymonucleinsaurem Natrium die 
Léslichkeit von guanylsaurem Natrium nicht nennenswert be- : 
einfluBt, auch die Abscheidbarkeit wurde, wie ein Versuch 
zeigte, nicht beeintrachtigt. 

Nach dem Gesagten ist man nunmehr imstande, die 
Guanylsiure auf Grund eines fiir sie spezifischen Ver- 
haltens ziemlich quantitativ abzuscheiden und zu bestimmen; 
es ist dies die erste und zurzeit einzige Nucleinsdure, bei der 
das moglich ist. 









































Die proteolytischen Enzyme der Lymphdriisen. 
Von 
S. G. Hedin. 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Oktober 1922.) 

VeranlaBt durch die Ergebnisse der von mir ausgefihrten 
Untersuchungen der proteolytischen Enzyme der Milz und der 
Nieren, welche bereits verdéffentlicht sind’), habe ich diese 
Untersuchungen auf die Lymphdriisen ausgedehnt. Als Material 
habe ich ganz frische Mesenterialdriisen vom Rinde benutzt. 
Die Methode war in der Hauptsache die vorher zuerst bei der 
Untersuchung der Milzenzyme benutzte und auch in meiner 
Mitteilung iiber die Nierenenzyme beschriebene, obwohl die 
Mengen der dem Organe zugesetzten Substanzen etwas ver- 
schieden sich gestaltete. 

Ks stellte sich bei der Untersuchung der genannten Organe 
heraus, daB die Mengen der nachweisbaren Enzyme nach voran- 
gegangener Siiurebehandlung gréBer ausfielen als ohne solche 
Vorbehandlung. In der Tat lag dies daran, daB die Enzyme 
beim Aufbewahren des Organes allmiahlich auBer Wirkung 
gesetzt wurden, welcher ProzeB durch die Gegenwart der Saure 
verhindert wurde. 

Um zugleich den KinfluB der Siurebehandlung und die 
erhaltenen Enzymmengen untersuchen zu kénnen, habe ich 
die Versuche zunichst folgendermaBen angeordnet. 

Die in einer Fleischmiihle zerkleinerte Driisenmasse wird 
in zwei gleiche Portionen A und B aufgeteilt und jeder Teil 


en een ene, 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 54, S. 177 (1922) und Diese Zs. Bd, 122, 
S. 307 (1922). 
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mit zwei Teilen Wasser versetzt. Zu B kommt auBerdem 
sofort auf 100 Teile Driisensubstanz 15—20 ccm 2 °/, ige Essig- 
siure. Nach Zugabe von Chloroform und Toluol werden A 
und B 24 Stunden bei 37° gehalten, worauf B sofort filtriert 
wird. A wird aber mit genau so viel Siure versetzt wie vorher 
B, darauf neue 24 Stunden bei 37° aufbewahrt und dann 
filtriert. Von den Filtraten B und A werden gleiche Teile 
gegen Leitungswasser 3 Tage dialysiert und dann auf das 
gleiche Volumen aufgefiillt, fiir Digestionsversuche gebraucht 
(Lésung A und_B). 

Der Riickstand auf dem Filter wird mit Wasser gut ge- 
waschen und dann mit 150 ccm Caseinlésung!) auf 100 ¢ ur- 
spriinglicher Driisensubstanz 24 Stunden bei 37° ausgezogen. 
Das Filtrat wird sofort fir Digestionsversuche angewandt 
(Caseinextrakt A und B). 

Der Riickstand auf dem Filter nach dem Abfiltrieren des 
Caseinextrakts wird gut gewaschen und nunmehr mit 5 °/, iger 
NaCl-Lésung 24 Stunden bei 37° ausgezogen. Das Filtrat 
wird mit 30 g Am,SO, auf 100 cem Filtrat versetzt, der dabei 
entstandene Niederschlag wird abfiltriert und nach Zugabe von 
etwas Wasser ein paar Tage dialysiert. Das dabei ungeléste 
wird abfiltriert und in so wenig NaOH wie méglich aufgelést 
fiir Digestionsversuche gebraucht (NaCl-Extrakt A und B). 

Die Digestionsversuche mit den in eben beschriebener 
Weise erhaltenen Enzymlésungen wurden mit dem fiir jeden 
Versuch angegebenen Volumen an Enzymlésung ausgefiihrt. 
Als Substrat wurde 25 ccm Caseinlésung') oder 25 com Pepton- 
lésung’) zugegeben. Auferdem wurde die fiir jede Probe an- 
vegebene Menge 0,1 n-NaQH oder 0,2 n-HCl zugesetzt und 
mit Wasser auf das gleiche Volumen aufgefiillt. Nach 3 Tagen 
bei 37° wurde die Knzymwirkung durch Zugabe von einem 
angegebenen Volumen Gerbsaurelésung’) abgebrochen und die 





1) 20g Casein nach Hammarsten + 400 cem H,O — 100 cem 
0,1 n-NaQH. 

*) Diese Zs. Bd. 112, 8. 254 (1922), FuBnote *). 

*) 100 g Gerbsiure + 50 g NaCl + 50g Natriumacetat + 50 ccm 
Eisessig in 1 Liter Lisung. 
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stattgefundene Digestion durch Bestimmung von N in einem 
gegebenen Volumen des Gerbsiurefiltrates ermittelt. Die an- 
gegebenen Ziffern sind die Anzahl ccm 0,1 n-Siure, welche 
zum Neutralisieren des gebildeten Ammoniaks gebraucht 
wurden. Der mit erhitzter Enzymlisung erhaltene Kontrollwert 
ist bereits abgezogen. Die angefiihrten Werte von p, wurden 
vor der Knzymwirkung auf elektrometrischem Wege fiir 18° 
bestimmt. 
Versuch 1. 

Die Probe A ergab nach 1 Tag bei 37° p, = 6,4; N in 
20 com Filtrat = 52,8 (ccm 0,1 n-Siure); die mit Gerbsdure 
nicht fillbare N-Menge in 20 cem Filtrat = 37,85 (ccm Siure). 
Nach 24 Stunden mit Saure ergab A p,, = 5,69; N in 20 cem 
Filtrat = 54,9 und der mit Gerbsiure nicht fillbare N in 
20 com = 45,15. 

Die Probe B ergab nach 24 Stunden mit Siure p,, = 5,74; 
N in 20 com Filtrat = 56,7 und der nicht fillbare N = 50,75. 

Aus diesen Ziffern geht hervor, da8 die Behandlung mit 
zugesetzter Siaiure in beiden Fallen bei der gleichen Wasser- 
stoffionenkonzentration stattfand. Die Menge in Lésung ge- 
gangenen Stickstoffes war nach der Saurebehandlung etwas 
gréBer in B als in A und die Menge durch Gerbsaure nicht 
fillbaren Stickstoffes war in B entschieden gréBer als in A. 
Bereits diese Beobachtungen zeigen, daB in B, wo die Si&ure 
sofort zugesetzt wurde, eine gréBere Enzymmenge bei saurer 
Reaktion in Wirkung trat als in A, wo die Saure erst nach 
emem Tage bei 37° zugegeben wurde. DaB dem so ist geht 
auch aus folgenden Untersuchungen der erhaltenen Enzym- 
lésungen hervor. Da die Lisungen A und B alle die in 
den Lymphdriisen vorhandenen Enzyme zu enthalten scheinen, 
fiihre ich die mit ihnen erhaltenen Zahlen an, erst nachdem 
ich iiber die Wirkungen der Caseinextrakte und der Na(Cl- 
Kxtrakte berichtet habe. 

Die Digestionsproben mit den Caseinextrakten enthielten 
10 com Caseinextrakt mit 25 ccm Casein- oder Peptonlésung; 
das ganze Volumen war 38ccm. Zum Ausfallen wurden 
25 ccm Gerbsiurelésung gebraucht und 45 ccm Filtrat wurde 
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fir die N-Bestimmung gebraucht. Die Analysenresultate 
waren: 


Mit Casein als Substrat: 


A B 
3 NaOH 1,25 2,5 
2 1,25 2,4 
Lt 9 1,3 2,35 
0 2,1 3,55 
1 HCl 4,7 6,7 
2» 995 Diy = 959 8,0; Py = %9 
es 5,3 7,9 


Mit Pepton als Substrat: 


A 3 
3 NaQH 5,83 Py = 8,10 8,6; p, = 7,9 
. « 4,75 8,45 
ly» 4,49 8,05 
0 4,0 7,3 
1 HCl 3,15 6,0 
e 4 2, 5,2 
S x 3,1 5,1 


Wegen Mangels an Material wurden in diesem Versuche 
die NaCl-Extrakte A und B zusammengenommen und ge- 
priift. Die Analysen wurden mit Casein als Substrat wie oben 
fiir das Caseinextrakt angegeben und zwar mit folgenden 
Ergebnissen: 


3 NaOH 9,2; py = 9,26 
. . 8,6 
a 7,9 
0 7,9 
1HCl 3,45 
Rw 1,2 
0,8 


Es ergab sich also, daB die Caseinextrakte ein Knzym 
enthielten, das auf Casein am besten bei schwach saurer 
Reaktion (p, = 5,5) einwirkte und auBerdem ein anderes 
Knzym, daB Pepton bei schwach alkalischer Reaktion (p, = 8) 
am besten spaltete. Das NaCl-Extrakt enthielt ein Enzym, 
das auf Casein am besten bei alkalischer Reaktion (p,, = 9,26) 
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einwirkte. Die im Caseinextrakte vorhandenen Enzyme kamen 
in gréBeren Mengen in B als in A vor. 

Mit den Lésungen A und B wurden Digestionsproben mit Casein 
bei etwa demjenigen p,, ausgefiihrt, bei welchen nach den eben 
ausgefiihrten Bestimmungen die stiirkste Wirkung zu erwarten war: 


A B 
2 NaOH +; Dy = 8,28 10,9; p,, = 8,26 
2HCl 12; p,, = 5,55 15,4; p,, = 5,53 


Also wie vorher die stirkere Wirkung in B. 


Versuch 2. 

Dieser Versuch wurde wie der vorangehende ausgefiihrt: 
nur wurde bei der Bereitung der Verdauungsproben zur Ver- 
gleichung von A und B, beide Lésungen zugegen, die eine 
als erhitzt und folglich unwirksam, die andere in nicht erhitzter 
und daher wirksamer Form. In der Weise wurde das Substrat 
in den beiden zu vergleichenden Verdauungsgemischen dasselbe. 
Die Verdauungsgemische mit den Caseinextrakten hatten 
also folgende Zusammensetzung: 


10 Caseinextrakt A + 10 Caseinextrakt B erhitzt + 25 Caseinlésung 
+- 2HCl und 

10 Caseinextrakt A erhitzt + 10 Caseinextrakt B + 25 Caseinlésung 
+- 2HCl. 

Die Ergebnisse mit den Caseinextrakten waren: 

Mit Casein als Substrat: 


A B 
2HCl 5,05 8,6; p,, = 5,48 
Mit Pepton als Substrat: 
2 NaOH 41 7,85; p, = 7,46 


Mit den NaCl-Extrakten und Casein als Substrat waren 
die Ergebnisse: 





A B 
3 NaOH 33 8,8; p, = 8,8 





Mit den ersten Lésungen A und B wurde erhalten: 
= Mit Casein als Substrat: 
A | A B 


3 NaOH 2,0 4,1 
2HCI 8, 
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Mit Pepton als Substrat: 
2Na0OH 6,95 8,45 


Auch in diesem Versuch finden wir also tiberall eine 
kriftigere Enzymwirkung in B als in A. In zwei anderen 
Versuchen, welche hier nicht angefiihrt werden, ergab die 
Lisung A einen gréBeren Wert bei der Kinwirkung auf Casein 
bei alkalischer Reaktion als die Lisung B, wihrend bei der 
Einwirkung auf Casein bei saurer Reaktion die Lésung B eine 
etwas gréBere Ziffer ergab als A. Ich kann folglich nicht 
behaupten, daB die Si&urebehandlung auf die Lymphdriisen 
immer die gleiche Wirkung habe wie auf die Milz und die 
Nieren. 


Versuch 3. 


In diesem Versuch wurde die Driisensubstanz nicht wie 
oben in A und B aufgeteilt, sondern die ganze Masse wurde 
wie oben B sofort mit Siiure behandelt. Die Analysresultate 
mit dem Caseinextrakt und Casein als Substrat waren: 


4Na0H 4,7; Pu = 7,84 
a, s d,3 
0 8,8 
2HCl 10,75; py = 5,36 


Das NaCl-Extrakt ergab mit Casein als Substrat: 
5 NaOH 6,05 


a 6,05; py = 9,04 
Sw 6,1 

Sse 5,75 

Sow 5,15 

0) 4,65 

1HCl 1,85 

2 iw 0,65 


Dieser Versuch zeigt also in Ubereinstimmung mit den 
vorangehenden, die Gegenwart in dem Caseinextrakt von einen 
EKnzym, das seine kriftigste Wirkung bei schwach saurer Re- 
aktion ausiibt, und die Gegenwart in dem NaCl-Extrakt von 
einem Enzym das auf Casein am kraftigsten bei alkalischer 
Reaktion wirkt. 
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Versuch 4. 
Dieser Versuch wurde wie Versuch 3 ausgefiihrt; nur 
wurde die Extraktion mit NaCl vor der Extraktion mit Casein 
vorgenommen. Die Ergebnisse mit dem NaCl-Extrakt waren: 


5 NaOH 10,85 

4 5 10,0; po = 9,3 
> » 9,0 

~ w 8,2 

6,95 

0 5,8 

HCI 2.0 

3 » 0,6 


Da in dieser Reihe kein ausgesprochenes Maximum von 
Wirkung erhalten wurde, so wurde in einem wiederholten Ver- 
suche einige Tage spiiter mit derselben Enzymlésung die Reihe 
nach der alkalischen Seite ausgedehnt: 


8 NaQH 13,5; Pu = 10,48 
. 12,4 

“Tae 11,4 

aa 10,45 

a 9,65 


Auch hier war das Maximum von Wirkung nicht sicher 
erreicht. Der Versuch zeigt indessen, daB die kriftigste Wir- 
kung unter Umstiinden sehr weit nach der alkalischen Seite 
verschoben sein kann. Vielleicht existieren mehrere Enzyme, 
welche bei alkalischer Reaktion wirksam sind und unter ver- 
schiedenen Verhiltnissen in verschiedenen Mengen in der ge- 
priiften Lésung vorhanden sein kénnen. 

Das Caseinextrakt ergab in diesem Versuche: 


4Na0QH 2,1 
2 ,, 2,8 
0 5,3 
2HCl 6,75 


Auch wenn die Extraktion mit NaCl vor der mit Casein 
vorgenommen wird, erhalt man also aus dem NaCl-Extrakt 
ein Enzym oder ein Enzymgemenge, das auf Casein am besten 
bei alkalischer Reaktion einwirkt und in dem Caseinextrakt 
ein Enzym, das auf Casein am besten bei schwach saurer 
Reaktion einwirkt. 

Hoppe-Seyer’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXV. 20 
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Zusammenfassung, 


Die Methode, welche ich zur Untersuchung der Enzyme 
der Mesenterialdriisen gebraucht habe, ist dieselbe, wie die 
vorher bei der Untersuchung der Milzenzyme von mir an- 
gewandte. Die Ergebnisse in bezug auf die gefundenen En- 
zyme sind auch dieselben wie bei der Milz. Es sind also in 
den Lymphdriisen folgende Enzyme vorhanden: 

1. Kin Enzym, das auf Casein am besten bei schwach 
saurer Reaktion (p, rund = 5,5) einwirkt. 

2. Eines, das auf Casein am besten bei alkalischer Re- 
aktion einwirkt (p, = 9—10). 

3. Ein Erepsin (py, = 8). 

Offenbar wird durch meine Untersuchungen nicht bewiesen, 
daB es sich um einfache Enzyme handelt; es kann sich in 
den drei Fiillen um Gemengen von mehreren Enzymen handeln, 
welche unter etwa den gleichen iu8eren Verhiltnissen wirken. 

DaB ich die oben genannten Knzyme voneinander voll- 
kommen frei bekommen habe, darf ich auch nicht behaupten. 

Zuniichst wurden die Driisen mit ein wenig Siure (bis 
Py = etwa 5,5) behandelt. Wird ein so mit Siure einen Tag 
bei 37° behandelter Organbrei mit Casein extrahiert, so gehen 
die unter 1 und 3 erwihnten Enzyme mindestens zum Teil 
in Lésung. Wird der Riickstand mit NaCl extrahiert, so kann 
das unter 2 erwihnte Enzym aus der Lésung erhalten werden. 





























Uber die Inaktivierung der Saccharase durch 

p-Phenylendiamin, p-Toluidin und durch Formaldehyd. 
Von 

H.y. Euler und Kar! Myrhiick. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm. 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Oktober 1922.) 


Bei friiheren Versuchen mit; Aminen’) war durch p-Toluidin 
die stiirkste Inaktivierung erzielt worden. Nachdem durch 
diese Versuche eine erste Orientierung auf diesem Gebiet er- 
reicht war, wurde nun versucht, die Grenzen der Inaktivierung 
unter verschiedenen Bedingungen festzustellen, um woméglich 
Anhaltspunkte dariiber zu gewinnen, in welchem Verhiltnis 
Amin und Saccharase zusammentreten und ob das fiir Sac- 
charase vorliufig angenommene Silberiiquivalent unter Be- 
dingungen méglichst vollstiindiger Bindung des Amins mit einem 
Aminiquivalent iibereinstimmt.’) 

Ks braucht kaum hervorgehoben zu werden, daB es sich 
gegenwiirtig bei der Anwendung dieser Methodik um tastende 
Versuche handelt. Es wire von vornherein denkbar, da8 eine 
Inaktivierung einer enzymhaltigen Lésung hervorgerufen wird 
durch Stoffe, welche nicht mit dem Enzym selbst in Verbindung 
treten, sondern mit einer ihm anhaftenden Grnppe, wodurch 
z. B. Léslichkeit oder andere Eigenschatten des ganzen Kom- 
plexes geiindert wiirden. Um durch ein chemisches Beispiel 
die Vorstellungen zu fixieren, so kann die Saccharasewirkung 
des Protoplasmas etwa mit der Wirkung der Carboxylgruppe 
etwa einer Aminosiiure wie Alanin verglichen werden. Durch 

1) Euler u. Svanberg, Fermentforschung Bd. 4, 8. 29 (1920). 

*) Euler u. Myrbiick, Sv. Kem. Tidskr. Bd. 34, 5. 140 (1922). 
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die Einwirkung des Formaldehyds auf die Aminogruppe des 
Alanins kann die Fahigkeit der Carboxylgruppe dieses Stoffes 
zur Salzbildung wesentlich geindert werden, ohne da diese 
selbst eine Veriinderung erlitten hat. Man kann in diesem 
Zusammenhang fragen, was man iiberhaupt gegenwiartig unter 
Enzymmolekil, hier speziell unter Saccharasemolekiil verstehen 
soll. Es wird am einfachsten sein, damit den kleinsten und 
einfachsten Komplex zu bezeichnen, welcher eine gewisse und 
zwar maximale enzymatisch-invertierende Wirksamkeit zeigt. 
Vom chemischen Standpunkt aus mu8 man ibrigens erwarten, 
daB eine Reihe von Derivaten der Saccharase mit verschiedenen 
Wirkungsgraden (verschiedenen If-Werten) existiert.') 

Die Unsicherheit hinsichtlich der Bedeutung der Ver- 
giftungsiquivalente wiire also a priori sehr groB. Die nunmehr 
recht eingehenden Versuche iiber Silbervergiftung haben aber 
gezeigt, daB — von gewissen Reinheitsgrenzen ab — dieses 
Vergiftungsiquivalent sich nur wenig mit dem Reinheitsgrad des 
Enzyms indert. Natiirlich ist damit nicht gesagt, daB ein gleiches 
beziiglich anderer Inaktivierungen gilt; dies muB eben der Versuch 
zeigen. 

Versuchsmethodik. 


Beziiglich der angewandten Zuckerlisungen und der Ver- 
folgung der Inversion bei Gegenwart und Abwesenheit von .,Gift‘ 
kénnen wir auf die zitierte vorhergehende Untersuchung verweisen. 

Die reagierende Mischung betrug also jedesmal 60 ccm, 
4,8 g Rohrzucker enthaltend. Reaktionstemperatur 18°. Ge- 
puffert wurde mit je 10 ccm 0,3 norm. Phosphatmischung in 
60 cem Liésung; p, wurde elektrometrisch bestimmt. Uber 
die angewandten Enzymlésungen sind bei den einzelnen Ver- 
suchen besondere Angaben gemacht. 


1. Versuche mit p-Phenylendiamin. 


Die folgende Tabelle faBt unsere Ergebnisse an diesem Amin 
und einige vergleichende Versuche an p-Toluidin zusammen. 





') Vgl. z. B. Euler und Landergren, Biochem. Zs, Bd. 131, S. 386 
(1922); s. auch Euler und Svanberg, Fermentf. 4, Bd. 142 und zwar 
S. 180ff. (1920). 








Uber die Inaktivierung der Saccharase usw. 





p-Toluidin 


p-Phenylendiamin . 


wm Cw b 





5 


mg Amin 


1,72 
4,28 
8,56 


0,54 
1,08 
2,16 
3,24 
6,48 


k 


45 
29 
10 


k rel. 


7 
59 
40,5 
27,5 


9 














Wie die Figur 1 zeigt, inaktiviert das p-Phenylendiamin 
Kurve II) per Mol erheblich stiarker als das p-Toluidin (Kurve 1). 





mee Th hTChCUCUECUSt CC hUh;TtCSCUCMehU ee 
j ‘ 





2 OC COI? 
NS 
= 


S 
SS 
3S 











Mo? 
od = 
= 
_ M4 
| 
| 
{ 
| 
*o 





Die relativen Mengen per Gewicht und per Mol fallen beinahe 
zusammen, da die Molgewichte 107 bzw. 108 (p-Phenylen- 
diamin) betragen. 

Die in der obigen T'abelle angegebenen Versuche sind mit 
der friiher beschriebenen Enzymlésung /4 4 angestellt, sie 
sind in der Figur mit © bezeichnet. AuSierdem enthilt die 
Figur noch 3 Versuchspunkte [], welche mit der Knzym- 
lésung A 34 vom Minutenwert 0,55 gewonnen wurden, und 
zwar betragen die Zahlenwerte: 














i i rel Beil 
oe Sie 6 eK CeO 40 100 10 
1,08 mg p-Phenylendiamin . 20 50 it 
4,32 mg p-Phenylendiamin 
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EinfluB der Zuckerkonzentration auf die 
Aminverglitung. 

Vorhergehende Resultate mit Silbernitrat haben ergeben, 
daB die Inaktivierung durch dieses Salz von der anwesenden 
Zuckermenge kaum merkbar beeinflu8t wird. Trotzdem haben 
wir es fiir erforderlich gehalten, diesen EinfluB auch hier zu 
untersuchen, und hierauf beziecht sich die folgende 'l'abelle, die 
sich auf einen p-Phenylendiaminzusatz von 1,0 mg bezieht. 





Nr. j °/, Rohrzucker i ohne Gift Beil. /; mit Gift Beil. 
4 220 — 82 15 

2 8 110 19 44 + 
12 80 on 37,5 15 
4 16 54,5 — 32 16 
a) 20 30 18 18 17 

















Berechnen wir die prozentische Vergiftung, so finden wir 
tolgendes: 











°/, Rohrzucker I; rel. °/, Enzym inaktiviert 
4 37 63 
~ 40 60 
12 AT hs 
16 58,7 41,3 
20 60 40 
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nicht unerheblich; sie scheint sich, wie die Fig. 2 zeigt, durch 
eine gerade Linie darstellen zu lassen. 

Der Punkt 2°/, Rohrzucker wurde nachtriglich experi- 
mentell bestimmt, und zwar, durch ein Versehen, ohne Parallel- 
versuch mit unvergifteter Enzymlésung; dieser Punkt besitzt 
deshalb nicht die gleiche Sicherheit wie die iibrigen. 


KinfluB der Aciditit. 


Bei der Silbervergiftung spielt die Aciditit eine auBer- 
ordentlich hohe Rolle, wie bereits friiher hervorgehoben wurde. 
DaB gerade bei Basen der Vergiftungsgrad von der Aciditit 
abhiingt, ist bekanntlich durch die bemerkenswerten Versuche 
von Rona und Bloch?) am Chinin zuerst gezeigt worden. 

Auch die Versuchsreihe am Phenylendiamin zeigte, wie 
za erwarten, daf der Inaktivierungsgrad wesentlich davon ab- 
hiingt, wieviel freie Base in der Liésung vorhanden ist. 


Enzymlésung: 3 4a. Ohne Gift / = 112-10—*. 1,0 mg Phenylendiamin. 





Nr. Py k kt rel. Beil. 
2,72 96 87 20 
2 3,25 106 97 21 
3 3,50 105 96 29 
4 4,45 57 52 23 
5 6,0 14 12,7 24 














In Lésungen, welche saurer sind als p, = 3,5 entspricht, 
tritt iiberhaupt keine Inaktivierung durch die angewandte 
Diaminmenge ein. Besonders bemerkt sei, daB wir bei diesen 
Versuchen keine Inkubationszeit haben eintreten lassen; eine 
solche wiirde sich nur im Verlauf der Reaktion durch Inkonstanz 
des Reaktionskoeffizienten bemerkbar gemacht haben. 

Um die Abhiingigkeit der Saccharasevergiftung durch 
Basen von der an diesen stattfindenden Salzbildung leichter 
rechnerisch verfolgen zu kénnen, sind wir beim weiteren 
Studium des Aciditiitseinflusses zum p-Toluidin als Versuchs- 





1) Rona u. Bloch, Biochem. Zs. Bd. 118, 8. 185 (1921). 
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also auf Inaktivierungen mit dieser Base. 


Die orientierenden Versuche sind mit einer Liésung 3 4a 
angestellt, welche nicht weiter gereinigt war als bis zum 
Minutenwert 17. Zur Feststellung der Acidititsfunktion wurde 
mit wechselnden Zusitzen von (0,3—25 mg) Amin gearbeitet. 
Die Einstellung der Aciditiit geschah wieder mit Phosphat; 
sie wurde elektrometrisch kontrolliert. Zuckermenge 4,8 g per 


60 ccm, also 8 °/,. 


2. Versuche mit p-Toluidin. 


1. Versuchsreihe; 0,3 mg p-Toluidin. 


Der nichste Abschnitt bezieht sich 


Enzymlésung ohne Amin: /£-10—* = 96 (Beil. 40). 









































Py k + 104 k rel. Beil 
4,70 87 90,5 31 
5,60 70 72 32 
6,50 42 44 38 
7,01 29 23 34 
J00; = | ~~ 
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In der Figur 3 ist die entsprechende Kurve mit 0,3 be- q 
zeichnet, die Versuchspunkte sind mit Ringen umgeben. Wir i 
erkennen schon hier einen ihnlich steilen Abfall der Aktivitit 


wie bei der Vergiftung durch Silbersalz. 


2—7. Versuchsreihe. 


Uber die Inaktivierung der Saccharase usw. 


303 





Py | k + 10* 





0,6 mg p-Toluidin. 


4,02 93 97 
4,83 67 70 
5,61 53 55 
6,46 37 38,6 
6,68 31 32,4 








1,0 mg p-Toluidin. 








3,74 93 97 
4,31 81 84,5 
4,68 68 71 
5,56 48 50 
6,11 36 37,5 
6,70 31 32,4 
6,89 24 25 
7,34 19,5 20,4 


2,0 mg Toluidin. 


BER ieee se ans Ags 








3,43 90 94 
3,95 17,5 81 
4,68 46 48 
5,08 35 36,5 
6,51 24,5 95.5 
7,14 18,5 19,3 


5,0 mg Toluidin. 








k rel. 














Beil. 


38 
35 
36 
37 
39 


41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 


49 
50 
51 
52 
53 
54 
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oe k- 10* k rel. Beil. 








10,0 mg p-Teluidin. 
3,13 82 85,3 62 


4,16 
4,68 
6,39 


1,15 





47 
17 
12 


11 





49,2 
17,6 
12,5 
11,5 


25,0 mg p-Toluidin. 






































2,82 | 82 85 67 : 
3,05 80 83,3 68 
3,81 35 36,5 69 3 
4,50 15,5 70 : 
4,66 SF 71 
5,62 7 72 | 
6,53 1, 73 : 
7,21 12 74 : 
8,30 5,4 15 e 
S 3 

ag 

a a a a 

| 4 









































In der Fig. 5 findet man die Zahlen der vorstehenden 
‘Tabellen zusammengefaBt. 
Bevor nun an eine quantitative Verwertung dieser Er- ; 
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gebnisse gedacht werden konnte, erschien es erforderlich, zu 
untersuchen, in welchem Grade die Verunreinigungen des an- 
gewandten Knzympriiparates die inaktivierende Wirkung des 
p-Toluidins beeinflu8t haben konnten. Deswegen wurde die 
Versuchsreihe, welche sich auf die geringste Giftmenge bezieht, 
mit einem Enzympriparat 4a AKA wiederholt, dessen Zeitwert 
0,52 Minuten betrug. 
8. Versuchsreihe. 
0,3 mg p-Toludin in je 60 cem Lésung. 
Enzymlésung HaAKA; Zeitwert 0,52 Minuten. 
Reaktionskonstante ohne Toluidin: /-10—4 = 89. 





Pry = 9,99 Py = 6,20 
Min. | Drehung | &-10~ Min. Drebung | i - 107 
0 2.65 ~ 0 ro a oe 
15 1,95 63 30,5 1,58 50 
31 1,43 | 60 35 1,55 46 
{ 

52 0380 | 61 47 1,25 47 
61 48 

k rel. = 69 k rel. = 54 





In der Fig. 4 ist auBer einem Teil der Aciditiitskurve die 
der Fig. 3 entnommene Vergiftungskurve fiir 0,3 mg p-Toluidin 
eingezeichnet. Wie aus der Figur ersichtlich, fallen die mit 
dem weitgehend gereinigten Priiparat erhaltenen Punkte in die 
friiher mit einem bedeutend unwirksameren Priparat erhaltene 
Kurve, so daf sich das hier unerwartete Resultat ergibt, dab 
die Verunreinigung unserer ilteren Lésung keine wesentlichen 
Mengen von dem zugesetzten Amin binden. Dies gilt natiir- 
lich innerhalb der untersuchten Reinheitsgrenzen; es ist nicht 
ausgeschlossen, daB eine dem Enzym noch konstant anhaftende 
Komponente, die nicht Triiger der Aktivitét ist, mit dem zu- 
gesetzten ,,Gift“ sei es ohne inaktivierenden EinfluB, sei es 
mit einer geringeren Giftwirkung in Reaktion tritt. Dariiber 
kénnen erst weitere vergleichende Vergiftungsversuche auf- 
kliren. Einstweilen kann aus den angegebenen Zahlen folgendes 
berechnet werden. Eine Lésung von 0,3 mg Toluidin in 60 ccm 
ist 4,7-10-° normal. Die elektrolytische Dissoziationskonstante i 
des p-Toluidins ist (bei 18°) K = 1,6-10-°. Demgemi8 enthalt 
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eine 4,7-10—° normale Lésung dieser Base, bei der Aciditiit 5,5 ¢ 
1,5-10—° Molekiile freie Base per Liter. 

Unter der Voraussetzung, daB das Toluidinsalz unwirksam 
ist, daB also die Inaktivierung nur durch die freie Base be- 
wirkt wird, ergibt sich, daB in einer Enzymlésung von der 
Reaktionskonstante 100-10~4 die zur gleichen Inaktivierung 
(50 °/,) erforderlichen Mengen AgNO, und p-Toluidin sich ver- 
halten wie 1:8. 

SchlieBlich ist noch mitzuteilen, daB die oben angegebenen 
»Vergiftungswerte* von der Inkubationszeit bis zu einer Dauer 
von 20 Stunden unabhingig sind, mit anderen Worten, die 
Inaktivierung des Enzyms durch das Toluidin zeigt sich nicht 
stiirker, wenn das Gift mit Enzymlésung 20 Stunden in Be- 
riihrung gewesen ist, bevor das Enzym zur Wirkung auf Rohr- 
zucker kommt, als wenn Enzym und Gift unmittelbar nach 
ihrer Mischung zur Rohrzuckerlésung zugesetzt werden. 

Nach den friiheren Versuchen und Eroérterungen liegt es 
nahe den Aldehydgruppen des Enzymmolekiils in erster Linie 
die Wechselwirkung mit den Aminen zuzuschreiben. Auch 
zur Auswertung der Ergebnisse in dieser Richtung miissen die 
friiheren Versuche unter Variation der Aciditit der Lésungen 
erweitert werden. 


Versuche mit Formaldehyd. 


Unsere Versuche iiber Formaldehyd bilden eine Fort- 
setzung derjenigen, welche im hiesigen Laboratorium von 
Svanberg!) ausgefiihrt worden sind. Nach den friiheren Er- 
gebnissen blieb zunichst der KinfluB der Aciditiit und derjenige 
der Inkubationszeit zu ermitteln. 

Auch bei diesen Versuchen wurde mit Phosphat gepuffert, 
die Enzymlisung zeigte unvergiftet die Reaktionsgeschwindig- 
keit 4-104 = 112 bei optimaler Aciditit 4,5. 

Bei der folgenden Versuchsserie wurden je 18,7 mg Form- 
aldehyd zu 60 ccm Reaktionsmischung zugesetzt. 


1) Euler u. Svanberg, Fermentforschung Bd. 4, S$. 29 und zwar 
S. 54 (1920). 
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Die Resultate findet man in der folgenden Tabelle: 

















k+ 104 4 
Inkubationszeit Beilage F 
= a Py = 3,8 | Pr - 5,5 : 2 ; q 

0 Stunden 110 90 26 u. 27 4 
en 109 89 23 u. 29 d 
45 106 79 au. b a 
30 72 47 cu. d i) 
‘l 


Auch hier findet man also eine betrichtliche Zunahme fi 

der Inaktivierung, wenn die Aciditait sich gegen die alkalische 

Seite hin indert. Wie schon aus den Versuchen von Svan- 
: berg hervorging ist aber die inaktivierende Wirkung des 
Formaldehyds der Saccharase gegeniiber bedeutend schwiicher 
als diejenige der Amine. Die Unterlagen zum Vergleich mit 
chemisch bekannten Substanzen sind noch nicht ausreichend, 





so daB aus diesen Zahlen noch keine Schliisse gezogen a 
werden kénnen. a 
Anhang: Inaktivierung durch Diphenylphosphorsaure. a 


Vor kurzer Zeit hat A. Bernton?) im hiesigen Laboratorium 
4 Reaktionen der Diphenylphosphorsiiure untersucht, und gefunden, 
. daB dieselbe ein sehr brauchbares Reagens auf Aminosiiuren 
4 darstellt. Dieser Befund war der Ausgangspunkt fiir eine 
Versuchsreihe mit Saccharase und dem Natriumsalz dieser Saure. 
3 Die Aciditit wurde wie gewoéhnlich mit Phosphat ein- 
4 gestellt, die angewandte Menge Natriumsalz der Diphenyl- 
: phosphorsaure betrug 10 mg per 60 ccm 








Ohne Zusatz 112 100 — i. 

Pp = 4,4 95 86 e : 
10 mg Salz == 5,5 62 57 f 
= 6,0 36 33 g 











Die recht bedeutende Inaktivierung wichst mit abnehmender 
Aciditit, etwa im gleichen Grad wie diejenige durch Silbernitrat. j 





*) A. Bernton, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3361 (1922). 
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Beilagen. 
Drehung in Graden, bezieht sich auf das 1 dm-Rohr. 





Nr. 


oD 
e) 


10 


11 


13 


14 





_ : 
Giftmenge und p,, 


Ohne Gift 


1,712 mg Gift 


4,28 mg 


2,16 mg 


3,24 mg 


Gift 


¢ Gift 


g p-Phenylen- 


diamin 


e p-Phenylen- 


diamin 


p-Phenylen- 
diamin 


p-Phenylen- 
diamin 


6,43 mg p-Phenylen- 


diamin 


Ohne Gift 


1,08 mg 


Gift 


4,32 mg Gift 


4°', Zucker 


8°, Zucker 





Min. 





Drehung 


2,65 
0,48 
—0,04 


2,65 
1,25 
0,35 
2,65 
1,67 
1,00 





k+104 





k 


=~ os 


I: 
k 


k 
k 


Mittel 


= 108-197~* 
— 76-1074 


rel = 69 


oa 4 15-1074 
srel = 40 


>=: 45-107* 
: rel 4Q.5 


= 295-1074 


‘rel = 27,5 


>= ca. 10-107! 
srel = 9 

> == 40-1074 
-rel = 100 


; = 20-10 * 


rel = 50 


= 6,8-10~4 


rel = 17 


= 82-104 
rel = 37 


= 44.10 * 
rel = 40 
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16 





26 


Nr. 





Giftmenge und p,, 


12°/, Zucker 


16°/, Zucker 


20°/, Zueker 


20°, Zucker 


Py = 2,72 


om & ; 
Po — V,o0 


Pir = 3,50 


Pyy = 4,45 


Pa * 6,0 


qr 
“Soe 


PH =* 





Min. 


Drehang 
3,98 
3.95 
2,58 


— 1.30 


5,30 
4,50 
3,91 
3,06 
—1,86 
6,32 
5,65 
4,23 
— 2,32 


6,31 
5,75 
5.06 


9) 92 
— 2.32 


2,65 
0,96 
—U,15 
2,65 
0,65 
2,65 
1,58 
0,38 
2,65 
1,62 
0,55 
0,10 
2,65 
1,75 
0,56 
0,11 


2,65 
2.38 
1,99 
2.65 
1,50 
0,92 

—0,15 


2.65 
1,60 
1,01 
0,37 














a oS 


™ 


Mittel 


> = 18-19" 
rel = 60 


30+107* 


i 


II 


110-10~* 


: = 96-107 
srel = 87 


= 106-10~* 
rel = 97 
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(Fortsetzung.) 








28 


29 


b 


d 


§ 


30 


31 


Py 





Giftmenge und py, 


== 4,4 





Py = 3,8 


PH = 5,9 


Py = 3,8 


Py = 9,5 


Py; = 9,9 


Pr a 4.4 


Pr = 5,5 


Pr _ 6,0 


Py = 6,00 


0,3 mg Gift 


Py = 5,60 








Drehung 


2.65 
1,24 
0,44 


2,65 
1.06 
— 0,08 
2,65 
1,25 
0,30 
2,65 
1,60 
0,45 
— 0,04 


2,65 
1,77 
0,80 
0,29 


2,65 
1,20 
0,63 
0,05 








i 


> > 


k 
k 


>= 110-10-4 


—— 


——s 


p == @9-19"™* 


; = 79-10" 


>rel = 86 


> = 109-10 


>= 106-10 4 
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Py 34 





36 





40 


41 





43 





44 








Giftmenge und py 


Py = 6,50 
Da = 7,01 
0,6 mg Gift 
Py = 4,83 


P= 5,61 


Py =~ 6.46 


Py = 4,02 


PH a 6.65 


ohne Git' 


Py = 2,06 





Min. | Drehung | £-10* 


Hoppe-Seyler’s Zeltschrift f, physiol. Chemie. CXXV. 21 








Mittel 
















2,65 — — 
1,47 41 i: = 42 
0,95 43 rel. = 13,7 


Otel D 
>> >> 
t 


Com o 
t 
to 
Lac} 
@ 
eee 
y 
fo 
Ww 


35 66 i; = 67 
0,80 68 rel, = 70 
2,65 — — 
1,76 52 i; = 53 
1,22 54 I vel, = 5 


2,65 = —- t ig 
1,438 90 i; = 93 \g 
0,65 94 J-rel. = 97 i 
0,00 98 7 
2 ) 6 5 eat | 4 4 
py iy 31 k= 31 4 
1,40 31 I; rel. = 32,4 ‘ 
2,65 — — a 
0,86 91 i; = 96 “4 
0,56 95 I-yel. = 100 ‘3 
0,25 95 7 e 
2,65 -— oe u 
1,50 94 ik = 93 : 
0,52 92 ‘rel. = 97 : 

e 


oe 8) 
ee 

2 
“4 
J 


1,5 ‘ 
0,78 - d 
2,65 ~ ~~ F 
1,30 48 i; = 48 ‘ 


i vel. = 50 
1,03 48 — 
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(Fortsetzung.) 








4b 


48 


6 








Giftmenge und py, 


Pr = 6,11 


Py, = 6,70 


2,0 mg Gift 


Py = 3,95 


P= 4,68 


Py = 9,98 
Py = 6,01 
Py = 7,14 
5,0 mg Gift 
Py = 2,65 


Py = 3,05 











Drehung | / 


2,65 
1,43 


1,2 


2,65 
1,93 
1,40 


2,65 
1,95 
1,39 


2,65 
2,01 
1,79 


2,65 
1,33 
1,00 
0,65 
2,65 
1,60 
0,92 
0,25 
2,65 
1,68 


0,70 











I; = 35 
‘rel, = 36,5 
a 24,5 

IK vel, = 25.5 


i) = 18.5 
i: vel, = 19,3 


i; = 86 








SO Oe ey eh a SH Ses TRE ee Sea So) 5 i 
RO I nea eS Aa a ea ET SN: ee OE Pree 
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61 


64 


65 





Giftmenge und p, 


Py = 4,38 
Py = 4,68 
Pry = 6,62 
Py = 4,28 


10,0 mg Gift 
Py = 3,13 


Py = 4,16 


Pr = 4,68 
Py = 6,39 
PH =z ye 


25 mg Gift 
Pr as 2.6 2? 


Pr = o,Ue 








Min. | Drehung 





2,65 
1,96 
1,30 


2,65 
1,88 
1,37 
2.65 
2,10 
1,74 
2,65 
2,10 
1,93 
2,69 
1,50 
0,63 
0,23 
2,65 


1,85 


& &> 
Los 








>~ 


k 


~~ 


Mitte! 


- rel, = 


~~ 


-os 16 
; rel. = 


;= 12 


-rel. = 


= 17 


= 82 
rel. = 


i: rel. 


31,8 


16,6 


1 2,0 
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~I 
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Giftmenge und p,, 


P= 4,66 


i r ‘> 
Py = 9,06 
6.55 


Pry = 


Py = ‘24 


PH = 





Min. 





Drehung | /:- 104 








Mittel 


— 
» 

> 

——s ,0 
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